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     RESUM 
El DNA té un rol fonamental en els éssers vius ja que són molècules claus en la transmissió, 
expressió i conservació de la informació genètica. Està constituït per una cadena de 
nucleòtids que consten de tres parts: una base, un sucre i un fosfat. Les bases poden ser: 
adenina (A), citosina (C), guanina (G) i timina (T). Moltes patologies com el càncer, 
problemes genètics i la majoria de les malalties virals com ara la SIDA, hi estan relacionades. 
L’objectiu d’aquest projecte és conèixer l’estructura d’unes seqüències concretes: 
d(ApCpCpGpCpGpGpT), d(TpCpGpCpGpA) i d(CpGpCpTpCpTpApGpApGpCpG), en funció 
del seu medi. La tècnica que s’ha usat per determinar la estructura és la difracció de raigs X 
de monocristalls. En concret, per a la realització d’aquest projecte les mostres s’han difractat 
a la línia BM16 del sincrotró de Grenoble. Per tant, el primer pas ha estat la cristal·lització de 
les seqüències de DNA.  
Els programes informàtics utilitzats per analitzar les dades de difracció han estat: Denzo, 
Scalepack i PLATON. Amb ells s’ha determinat el grup espacial, les dimensions de la cel·la 
unitària del cristall, així com les intensitats de cada reflexió. 
El pas següent és la determinació de l’estructura, on s’ha emprat el mètode de 
reemplaçament molecular mitjançant els programes AMoRe i Phaser. 
L’hexàmer d(TCGCGA) s’ha cristal·litzat en presència de diferents ions, en cada cas s’ha 
obtingut un grup espacial diferent: amb MgCl2 s’han obtingut cristalls que tenen la cel·la 
tetragonal centrada a l’interior, amb BaCl2 s’han obtingut cristalls que tenen el grup espacial 
el C2221, i amb CaCl2 s’han obtingut cristalls que tenen el grup espacial P6122 (o P6522). De 
l’octàmer d(ACCGCGGT) s’han obtingut diversos cristalls, tots ells pertanyen al grup espacial 
P41212. La cel·la unitària té unes mides molt grans en relació a la molècula que conté; això fa 
que la unitat asimètrica contingui uns 17 dúplexs. Del dodecàmer d(CGCTCTAGAGCG) 
s’han obtingut dos tipus de cristalls en condicions semblants, que corresponen als grups 
espacials P3212 i C2. La conformació del DNA als cristalls d’octàmer i de dodecàmer és B, 
en canvi un dels cristalls d’hexàmer presenta forma Z. 
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     GLOSSARI 
A   Adenina   
a, b, c   Arestes de la cel·la unitària 
C   Citosina 
DNA  Àcid desoxiribonucleic 
F(hkl)  Factors d’estructura 
Fc, Fcal  Factors d’estructura calculats 
Fo, Fobs  Factors d’estructura observats 
G  Guanina 
hkl  Índexs de Miller dels plans reticulars 
MPD   2-metil-2,4-pentandiol 
T   Timina 
UV  Ultraviolat 
Å   Anstrong 
α,β,γ  Angles de la cel·la unitària 
μl  Microlitres 
Com que totes les seqüències d’àcids nuclèics usades en aquest projecte han estat 
seqüències de DNA s’empra la nomenclatura següent: 
ACCGCGGT equival a d(ACCGCGGT) o d(ApCpCpGpCpGpGpT) 
CGCTCTAGAGCG equival a d(CGCTCTAGAGCG) o d(CpGpCTpCpTpApGpApGpCpG)  
TCGCGA equival a d(TCGCGA) o d(TpCpGpCpGpA)  
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     PREFACI 
Origen del projecte 
S’ha realitzat aquest treball amb dos grups de seqüències: 
- Les seqüències d(ACCGCGGT) i d(TCGCGA) estan relacionades amb la d(CCGCGG), que 
té la part central en forma Z i als extrems una estructura molt particular que li permet 
interaccionar amb una doble hèlix veïna [Malinina et al., 1994]. En les seqüències amb què 
s’ha treballat es volia comprovar si podien adoptar la mateixa conformació. Per això, aquests 
oligonucleòtids tenen la part central CGCG i els extrems allarguen o mimetitzen l’estructura 
de referència.  
- La seqüència d(CGCTCTAGAGCG) que adopta la forma B ja ha estat resolta amb calci 
com contraió [Tereshko et al., 1996]; [Urpí et al., 1996]. Aquesta mateixa seqüència amb 
magnesi com contraió havia proporcionat uns cristalls diferents als obtinguts en presència de 
calci; amb magnesi els cristalls eren molt fràgils i la metodologia de principis dels anys 90 no 
va permetre caracteritzar-los completament [Urpí, 1992]. Amb la intenció de reproduir aquest 
cristalls s’ha estudiat aquesta seqüència. 
 
Motivació 
L’any 2006 van passar dos fets que expliquen l’elecció d’aquest projecte. Per una banda la 
incorporació al grup de recerca MACROM via un conveni de col·laboració i, per l’altra, un 
esdeveniment produït l’any 2006: el Premi Nobel de Química que va ser concedit al Dr. 
Roger Kornberg pels seus estudis sobre la transferència d’una molècula de DNA a una altra. 
Un projecte sempre representa un repte i en aquest cas hi ha hagut dos fronts: una primera 
vessant experimental, que inclou, entre d’altres, el treball de recol·lecció de dades de 
difracció a la línia espanyola del sincrotró de Grenoble, i una darrera, que és una anàlisi 
computacional de les dades de difracció per obtenir l’estructura i les propietats dels diferents 
cristalls. 
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     INTRODUCCIÓ 
Objectius del projecte 
Els objectius finals del projecte són determinar l’estructura dels fragments de DNA 
d(ACCGCGGT), d(TCGCGA) i d(CGCTCTAGAGCG), fent ús de les tècniques de difracció 
de raigs X aplicades a cristalls únics. Com que el temps que el temps necessari per 
aconseguir plenament aquestes fites és superior al que correspon al d’un projecte, s’han 
plantejat objectius més concrets i parcials: cristal·lització de les seqüències indicades, 
identificació del grup espacial i mides de la cel·la dels cristalls, indexat i escalat de les dades 
de difracció i determinació de la conformació del DNA. Resolució de les estructures de les 
seqüències indicades. Un altre objectiu addicional ha estat dissenyar mètodes informàtics 
per agilitar el seguiment de les dades de cristal·lització. 
  
Abast del projecte 
Per a la determinació estructural d’un oligonucleòtid s’han seguit els següents passos: 
1- Obtenció dels cristalls d’oligonucleòtid: la tècnica que s’utilitza és la difusió de 
vapor en gota penjada, en plaques Limbro o en càpsules. 
2- Selecció de cristalls millors de les proves de cristal·lització: els cristalls es pesquen 
de la solució i es congelen amb N2 líquid, per tal que no perdin les seves propietats. 
3- Mesures i ús de les dades de difracció de raigs X: per prendre les dades de 
difracció s’ha anat al sincrotró de Grenoble a França. El seu tractament informatitzat s’ha 
basat en els següents programes: Denzo, Scalepack, PLATON, AMoRe, CCP4, CNS i el 
Turbo-Frodo per a la visualització tridimensional de les estructures. 
4- Anàlisi dels resultats obtinguts i comparació amb estructures similars. 
5- Implementació d’uns programes de Visual Basic que faciliten el seguiment de les 
proves de cristal·lització. 
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1.   ESTRUCTURA DEL DNA 
 
Cal destacar la importància dels àcids nucleics que contenen informació bàsica dels 
organismes vius. Des de la dècada del 80, la cristal·lografia amb raigs X de cristalls 
d’oligonucleòtids ha augmentat el coneixement de la doble hèlix. Tot i que l’arquitectura 
general estava clara des del model generat per Watson i Crick per la forma B (1953), 
l’estructura detallada del DNA (i la seva dependència amb la seqüència) és encara una àrea 
activa de recerca. 
L’àcid desoxiribonucleic pateix modificacions en formar enllaços amb lligands o per canvis 
dels factors del medi. Això fa que es pugui fer interaccionar amb un agent químic com ara un 
fàrmac i s’apreciï com s’altera la seva conformació. Conèixer la seva estructura facilita per 
tant entendre com ha de funcionar. 
A continuació es fa un resum de l’estructura del DNA. Aquesta molècula està formada per 
nucleòtids, que consten de tres parts: 
- Base nitrogenada 
- Sucre 
- Fosfat 
Les bases nitrogenades són anells aromàtics de dos tipus, purines i pirimidines. Les purines, 
que estan formades per dos anells aromàtics nitrogenats, són la guanina (G) i l’adenina (A). 
Les pirimidines, en canvi, estan formades només per un heterocicle i són la timina (T), la 
citosina (C) i l’uracil (U). L’estructura química de les citades bases s’exposa a la Figura 1-1. 
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Figura 1-1 Fórmula química de les bases nitrogenades més freqüents al DNA i al RNA [Blackburn, 
Gait, 1996]. 
  
La β-D-2-desoxiribosa, que és una molècula de sucre que constitueix els àcids nucleics, 
resulta d’una derivació de la  β-D-ribosa on s’ha substituït un grup hidroxil per un hidrogen a 
la posició 2’. 
El DNA és un polímer lineal on cada conjunt base i sucre (o nucleòsid Figura 1-2) està unit a 
dos nucleòsids a través de grups fosfodiéster. Tots els grups els fosfats uneixen l’hidroxil 3’ 
d’un nucleòsid amb un 5’ d’un altre. Per tant, una cadena dels àcids nucleics es diferencia 
d’una altra només per la seva seqüència de bases. 
 
 
         Figura 1-2 Nucleòsid 2’-desoxiadenosina      
         amb numeració d’àtoms [Saenger, 1984]. 
 
Es pot produir una interacció entre diferents tipus de cations i els oxígens amb carrega 
negativa dels fosfats. Però els àcids nucleics tenen tres posicions més on es pot produir 
aquesta: els hidroxils de les riboses, els nitrògens dels anells de les bases i els grups ceto de 
les bases. Els diferents nucleòtids que formen el DNA s’uneixen a través dels fosfats com es 
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mostra a la Figura 1-3. 
 
 
Figura 1-3 Cadena de DNA on es poden apreciar les unions entre quatre 
nucleòtids consecutius. 
 
En general, la base se sol situar respecte al sucre en dues conformacions extremes, syn o 
anti, essent la segona la que es troba en major quantitat en les diverses conformacions de 
l’oligonucleòtid. L’àtom que fa de referència és l’O2 de les pirimidines i l’N3 de les purines. A 
la forma syn, les ubicacions del nucleòtid i del sucre estan pràcticament sobreposades. En 
canvi, a la forma anti estan més separades. Es pot apreciar aquest detall a la següent Figura 
1-4. 
 
Figura 1-4 Detall de l’orientació relativa del  sucre i  la  base  a  la  forma  anti [Subirana, 1985]. 
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Hi ha dues interaccions que són les bàsiques que provoquen que la doble hèlix del DNA 
sigui estable: els ponts d’hidrogen entre bases complementàries de les dues cadenes de la 
doble hèlix, i l’apilament entre els parells de bases consecutius.  Les interaccions per pont 
d’hidrogen entre A i T són mitjançant dos ponts, i entre C i G, a través de tres (Figura 1-5). 
Aquest fet està relacionat amb que la quantitat d’A és semblant a la de T, i el mateix per a C i 
G. 
La segona forma de crear estabilitat és gràcies a l’aromaticitat de les bases i a la disposició 
de l’hèlix a l’espai, que fa possible que els plans de les bases es situïn a una distància que fa 
possible la seva interacció. 
 
 
Figura 1-5 Aparellament de bases de tipus Watson i Crick [Saenger, 1984]. 
 
La Figura 1-6 és un esquema típic de la doble hèlix. Una característica important del DNA és 
l’existència de dos solcs: el major i el menor. Per una conformació determinada (A, B o Z) els 
dos solcs presenten mides i característiques variades, i són molt importants per la interacció 
amb altres molècules com són els fàrmacs o les proteïnes. 
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               Figura 1-6 Esquema de l’estructura de la doble hèlix                                        
              en ella es poden apreciar els solcs major i menor. 
 
Els paràmetres bàsics que defineixen una doble hèlix i per tant el DNA són: el pas d’hèlix que 
és la longitud d’una volta completa de l’àcid desoxiribonuclèic, la separació entre residus, 
l’angle de gir per residu, el parell de bases per volta i l’enllaç glicosídic. A la Taula 1-1 es 
mostren els principals paràmetres conformacionals de les principals formes del DNA. 
  
Forma Pas d’hèlix 
[Ǻ] 
Nre. pb/volta Ascenció/pb 
[Ǻ] 
Angle de gir 
per residu [º] 
Enllaç 
glicosídic 
A 28.2 11 2.56 32.7 anti 
B 33.8 10 3.38 36 anti 
Z 45 12 3.7 -30* syn/anti 
alternats 
Taula 1-1 Paràmetres conformacionals de les formes A, B i Z del DNA. * Si l’angle de gir per residu es 
negatiu significa que gira cap a l’esquerra. 
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La forma B, que és la que es troba normalment en els éssers vius, té 10 parells de bases per 
volta, on els nucleòtids són pràcticament perpendiculars a l’eix. En canvi, a la conformació A 
les bases estan inclinades i els paràmetres d’hèlix són una mica diferents. A la Figura 1-7 
s’observa la disposició espacial de les diferents formes principals. Mentre que el sentit de gir 
de l’hèlix a les estructures A i B és destrògir, a la Z és levògir. 
De l’estudi estructural de seqüències de DNA s’ha observat que hi ha seqüències que tenen 
tendència a adoptar la forma B, altres, la forma A i altres, la forma Z. Quan la força iònica del 
medi és elevada i les bases que formen la seqüència són del tipus CG alternants (CGCGCG, 
per exemple) la tendència és a adoptar la forma Z. Aquest fet està relacionat amb la 
conformació de l’enllaç glicosídic, ja que la forma Z implica l’alternança al llarg de l’hèlix de 
les conformacions anti i syn per aquest enllaç, i les bases puríniques tenen major facilitat per 
adoptar conformació syn que les pirimidíniques. En canvi, seqüències amb alt contingut de C 
i G no alternants, i amb trams seguits de C’s i G’s (CCCCGGGG, per exemple) tenen 
tendència a adquirir la forma A. Finalment, seqüències més generals i amb alt contingut de A 
i T, adopten amb facilitat la forma B.  
Cal comentar la gran variabilitat estructural de les formes A i B, o sigui, que els tres últims 
paràmetres que es donen a la Taula 1-1 són valors mitjans, que poden variar 
considerablement d’un nucleòtid a un altre. 
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Figura 1-7 Representació de les formes A, B i Z del DNA, en 
vista frontal i projecció [Saenger, 1984]. 
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2.   MATERIALS I MÈTODES 
2.1  Materials 
El DNA pot presentar diferents estructures i empaquetament en funció de les condicions de 
cristal·lització. A més, per aconseguir un cristall bo per a ser difractat, s’han de provar 
diferents combinacions de variables. A continuació, es mostren en forma de resum quines 
han estat les diferents condicions de cristal·lització emprades. 
  
2.1.1  Oligonucleòtids utilitzats 
Les concentracions de dúplex dels oligonucleòtids amb què s’ha treballat per a cada 
seqüència, es poden visualitzar a la Taula 2.1.1-1. 
  
DNA Concentració en gota [mM] 
ACCGCGGT 0.6, 0.92 i 1.15  
CGCTCTAGAGCG 0.5 i 0.74 
TCGCGA 0.5, 0.74, 0.8, 1, 1.4 i 2.5 
                               Taula 2.1.1-1 Concentració de dúplex en els diferents assaigs. 
  
2.1.2  Sals 
Les sals influeixen molt quan es cristal·litza l’àcid nuclèic segons el seu tipus i concentració, 
doncs poden estabilitzar o desestabilitzar estructures. Un resum, atenent al fragment de DNA 
utilitzat, es veu a la Taula 2.1.2-1. A l’hora de cristal·litzar s’han fet servir tant sals 
monovalents com divalents,  tot contemplant-ne la mescla d’ambdós. 
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DNA Tipus de sal Concentracions de 
la sal [mM] 
Cacodilat de sodi 
[mM] 
BaCl2 15 o 27 20 
MnCl2 15 o 27 20 
CaCl2 12, 22 o 31 12.5 o 25 
MgCl2 4.8, 6, 10 12, 15, 27 20 o 36 
KCl 30 20 
 
 
 
ACCGCGGT 
----- -------- 52 o 164 
BaCl2 10 o 20 20 
MgCl2 10, 20, 25, 30, 40, 50 12, 20, 30 o 40 
MnCl2 5 o 10 20 o 30 
KCl 50 20 
 
 
CGCTCTAGAGCG 
NaCl 50 20 
BaCl2 6, 12, 20 o 30 20 o 30 
MnCl2 6, 10 o 12 30 
CaCl2 6, 10, 12, 20 o 30 20 o 30 
MgCl2 6, 10, 12, 20 o 30 20 o 30 
KCl 20 o 40 20 
NaCl 20 o 40 20 
 
 
 
TCGCGA 
----- --------- 20 
                Taula 2.1.2-1 Resum de totes les concentracions de sal a les proves del projecte. 
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Tal i com s’ha pogut apreciar en la taula anterior el tampó és cacodilat de sodi, on el pH ha 
estat de 6 o 7, depenent de l’experiment. Es treballa en aquest rang, doncs correspon a les 
condicions del cos humà, a més de tenir l’avantatge d’evitar el creixement de bactèries 
[Fernández, 1995]. 
  
2.1.3  Espermina 
L’espermina és una poliamina que actua com a agent precipitant; és molt corrent usar-la en 
la cristal·lització d’oligonucleòtids. A la Taula 2.1.3-1 es poden apreciar les diferents 
concentracions que s’han emprat a les proves. 
  
DNA Espermina a la gota [mM] 
ACCGCGGT 1.4, 2.9, 3.2 o 3.6 
CGCTCTAGAGCG 0, 0.3, 0.5,  0.6, 0.7, 0,8 o 1 
TCGCGA 1, 1.4, 1.6 , 1.8, 2.0,  2.2, 2.6, o 2.4 
Taula 2.1.3-1 Concentració d’espermina segons la seqüència 
utilitzada en els assaigs. 
    
Cal destacar que la concentració d’espermina depèn de la quantitat de sal (a més sal menys 
espermina i a l’inrevés). En alguns casos, com ara en el dodecàmer, s’ha pogut cristal·litzar 
la seqüència sense utilitzar-la. 
   
2.1.4  MPD 
El MPD o 2-metil-2,4-pentandiol és un precipitant típic en la cristal·lització d’oligonucleòtids. 
El seu ús és bàsic degut a la seva poca volatilitat, fet que ajuda en el procés de difusió de 
vapor. També té una altra utilitat com a agent crioprotector quan la seva concentració en 
gota es situa a partir del 30% o més.  
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La concentració inicial de MPD en gota per a la majoria de les seqüències cristal·litzades ha 
estat del 10%, però en el cas del d(TCGCGA), a més a més, s’han fet proves amb 
composicions inicials de 15, 20 o 23%, per tal de disminuir el temps d’obtenció del cristall. 
S’han emprat les concentracions més elevades de MPD perquè es tenia coneixement 
d’experiments similars anteriors on no es produïa precipitat.   
 
2.2  Esquema del mètode seguit 
Per facilitar el seguiment dels pròxims apartats així com la perspectiva general del procés a 
que es sotmet una seqüència estudiada s’adjunta la següent Figura 2.2-1  
 
Figura 2.2-1 Diagrama de les etapes realitzades per a obtenir l’estructura d’un oligonucleòtid. 
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2.3  Determinació de la concentració de DNA segons la 
densitat òptica 
Amb l’objectiu de determinar la concentració del DNA previ a la seva introducció a les proves, 
s’ha utilitzat l’espectrofotometria UV, mesurant l’absorbància a 260 nm. A la Figura 2.3-1 es 
pot observar l’espectre per a la determinació de la concentració de l’octàmer.  
  
 
        Figura 2.3-1 Espectre d’absorció del d(ACCGCGGT). 
   
En aquest procediment es realitza amb cubetes especials (de menor contingut de mostra de 
l’habitual) per tal de minimitzar la pèrdua d’oligonucleòtid 
Segons les equacions (Eq. 2.3-1) (Eq. 2.3-2), conjuntament amb el factor de dilució emprat 
[Cantor et al. 1970] i els coeficients d’extinció ε(260 nm) (Taula 2.3-1), es pot obtenir la 
concentració de l’àcid nucleic. 
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( )
260
260 ·
ε
dilucióDOC =
( )[ ]kGFEKpLFpGEpFDpEKpLDpEpFpGp εεεεεεεεε −−−−−++++= ......·2·····
(Eq. 2.3-1) 
 
C : concentració del nucleòtid en forma de cadena senzilla. 
260DO : absorbància mesurada.  
(Eq. 2.3-2) 
 
DNA ε(260 nm) 
1/(mmol·cm) 
DNA ε(260 nm) 
1/(mmol·cm) 
pdA 15.4 dCpdG 9.0 
pdC 7.4 dCpdT 7.6 
pdG 11.5 dGpdA 12.6 
pdT 8.7 dGpdC 8.8 
dApdA 13.7 dGpdG 10.8 
dApdC 10.6 dGpdT 10.0 
dApdG 12.5 dTpdA 11.7 
dApdT 11.4 dTpdC 8.12 
dCpdA 10.6 dTpdG 9.5 
dCpdC 7.3 dTpdT 8.4 
                                 Taula 2.3-1 Coeficients d’extinció dels nucleòtids a pH 7.                                       
A la Taula 2.3-2 s’adjunten les concentracions de dúplex de les diferents seqüències 
treballades segons la seva densitat òptica. S’ha de dir que en tot el projecte les 
concentracions de DNA mostrades són de doble hèlix. 
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DNA Concentració [mM] 
d(ACCGCGGT) 4.13 
d(CGCTCTAGAGCG) 3.12 
d(TCGCGA) 4.55 
                              Taula 2.3-2 Concentracions de dúplex dels oligonucleòtids                                       
                               utilitzats, calculats segons la seva densitat òptica. 
  
2.4   Cristal·lització 
D’acord amb Ladd i Palmer (2003) la cristal·lització de macromolècules depèn de tres 
factors: 
1. Canviar la relació entre la concentració d’oligonucleòtid i la concentració dels 
components de la solució com ara aigua i ions. 
2. Alterar la composició del solvent perquè les molècules estiguin pitjor 
acomodades,  cosa que millora la separació de fases. 
3. Incrementar el nombre i la força de les interaccions favorables entre les 
macromolècules. Si es poden establir les condicions correctes, aquestes 
s’associen per a formar clústers i agregats, en els quals la velocitat d’agregació 
de les noves molècules és major a la de pèrdua. Llavors neix un nucli cristal·lí i 
transcorre el procés de creixement del mateix. 
  
2.4.1  Preparació dels cobreobjectes 
Els cobreobjectes, que s’utilitzen per a tancar cada prova de la caixa Limbro (veigui’s la 
Figura 2.4.1-1), han d’ésser nets i hidrofòbics. Per aconseguir aquestes característiques es 
sotmet el material a un tractament  de silanització que consisteix  en un bany  en  
diclorodimetilsilà  dissolt  en 1,1,1-tricloroetà durant aproximadament una hora. 
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La silanització genera un tipus de residu específic, el qual es tracta convenientment a la part 
d’impacte ambiental (apartat 4). 
 
 
   Figura  2.4.1-1  Placa  Limbro  on  es   
   realitzen les proves de cristal·lització. 
 
2.4.2  Cristal·lització per difusió en vapor 
Les solucions de cristal·lització són gotes de 8 - 20 μl de volum, ja que es disposa de poca 
quantitat d’oligonucleòtid (la quantitat de mostra pura de partida és sempre d’uns 5-30 mg).  
La gota que conté l’oligonucleòtid i additius al cap d’uns dies arriba pràcticament a l’equilibri. 
Si aquest transcorre per l’intercanvi d’aigua de la gota al dipòsit això porta a la disminució del 
volum de la gota. Conseqüentment, la concentració de tots els components de la gota 
augmenta. Pels líquids amb una pressió de vapor més elevada que la de l’aigua, la 
transferència es produeix en sentit contrari. En aquest tipus de sistema invers, el volum de la 
gota s’incrementa i les concentracions en el dipòsit baixen. El principi anterior és útil pels 
casos de gotes penjants, que són del tipus que s’ha treballat en el projecte, i per d’altres, 
com les de sandvitx o les assegudes. La major part de les proves realitzades han fet servir 
plaques Limbro, cada placa pot allotjar un màxim de vint-i-quatre experiments, però també 
s’han utilitzat càpsules per a fer rèpliques. 
La disposició de gota penjada està representada a la Figura 2.4.2-1. Primerament s’ubica la 
gota al damunt del cobreobjectes tot introduint els seus components amb la micropipeta. A 
continuació s’omple el reservori amb l’ajut d’una altra micropipeta de més capacitat. 
Finalment se li dona la volta al cobreobjectes i es sella sobre la placa amb l’ajut de la 
silicona. 
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Figura 2.4.2-1 Prova de cristal·lització per difusió de vapor en gota penjada. 
  
2.4.3  Seguiment de les proves de cristal·lització i muntatge de cristalls 
El seguiment de les proves de cristal·lització és fa observant-les periòdicament amb l’ajut 
d’un microscopi amb llum polaritzada. Si les proves de cristal·lització no donen cap resultat 
(no s’observa precipitat, ni separació de fases ni cap indici de cristall) es canvia el líquid del 
dipòsit per un altre que sigui més concentrat de precipitant, que normalment és MPD. Els  
increments de concentració acostumen a ser del 5% més de precipitant al dipòsit. 
Quan es té un cristall de mida suficient (de l’ordre de 0.1 mm d’aresta) i de qualitat adequada 
es pesca amb un “loop” i amb l’ajut del microscopi. Un cop collit es congela immediatament 
amb nitrogen líquid, vegi’s les Figures 2.4.3-1 i 2.4.3-2. El cristall es manté submergit en 
nitrogen líquid fins el moment de la difracció. 
 
 
Figura 2.4.3-1 Extracció del cristall de la gota (a i b) i parts bàsiques del 
muntatge del loop (c). Durant l’extracció el cristall continua estan en 
solució aquosa.  
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Figura 2.4.3-2  Pas previ a la introducció                                             
del cristall en el dipòsit de nitrogen líquid. 
 
A l’hora de congelar un cristall és interessant que la temperatura de la sala sigui baixa 
perquè aquest es degradi menys en el procés. Per assolir el citat objectiu s’han pescat molts 
cristalls amb un “loop” de les dimensions adequades a la sala de 4ºC. 
 
2.5  Mètode de seguiment automatitzat 
Amb el propòsit de reduir el temps de seguiment de les proves de cristal·lització s’ha 
implementat un programa de base de dades mitjançat l’Excel i el Visual Basic. Així es pot 
computar, de forma ràpida i eficient tot el seguiment del procés de cristal·lització. Aquest 
sistema consta de tres parts: 
- Un arxiu d’Excel, anomenat “Control global”, que actualitza totes les dades de les 
plaques de cristal·lització que hagin estat revisades per l’usuari. 
- Un altre, que es diu “Placa”, per a cada placa Limbro, on el primer full permet dir 
quines proves s’han realitzat. En activar el programa les dades queden enregistrades 
dins els fulls següents que contenen la informació de cada experiment. 
- Un llibre d’Excel amb el nom de “Estat actual de dades”, que permet, tot activant el 
seu programa, veure l’estat de totes les proves de cristal·lització de l’última revisió. 
Per tant, és un format molt pràctic i fàcilment imprimible per l’usuari que va a fer el 
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seguiment diari. 
Per a més informació s’ha adjuntat un manual d’usuari a l’annex A. Per a usuaris avançats 
que hi vulguin realitzar canvis propis també s’inclou el llenguatge de programació. Igualment 
en el CD del projecte s’incorporen aquests tres arxius. 
Es dóna la Figura 2.5-1 amb el propòsit d’observar el cicle que s’ha seguit en el procés 
d’actualització de les dades.  
 
 
  
Figura 2.5-1 Esquema del mètode de seguiment actualitzat. Un cop introduïdes les dades s’entra al 
cicle de seguiment dels passos 2, 3 i 4. Si durant la revisió s’observa un cristall destacable es congela 
per a la seva posterior difracció. 
  
2.6  Difracció de raigs X 
2.6.1  Introducció 
Els raigs X van ser descoberts l’any 1895 per en Wilhelm Conrad Roentgen. Aquests tenen 
una longitud d’ona entre 0.1 i 100 Å que és comparable a la distància interatòmica que es 
situa al voltant d’1-2 Å. 
Bragg va ser el primer a fer servir la tècnica de difracció de raigs X per a resoldre la primera 
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estructura d’un cristall. També va establir la llei de Bragg (Eq. 2.6.1-1) que queda reflectida a 
la Figura 2.6.1-1. 
(Eq. 2.6.1-1) 
n : ordre de difracció. 
λ : longitud d’ona de la radiació incident. 
hkld : distància entre plans paral·lels de difracció. 
φ : angle d’incidència de la radiació amb els plans. 
  
 
Figura 2.6.1-1 Llei de Bragg, difracció dels raigs incidents en 
col·lisionar amb una família de plans amb índex de Miller hkl i 
distància interplanar dhkl. 
 
El reticle cristal·lí del cristall s’anomena espai real i l’espai de difracció se li diu espai recíproc 
(que és la xarxa on s’obtenen les reflexions). Cada punt de l’espai recíproc o intensitat de 
difracció prové d’un pla de difracció amb uns índex de Miller únics. 
Per a seleccionar un cristall ha d’ésser únic, doncs ha de donar un clar espectre de difracció 
al rebre una radiació monocromàtica, perquè el fenomen de la difracció succeeixi en angles 
d’incidència concrets. Les espècies de poca qualitat tenen una sèrie de faltes com ara 
hklhkldn φλ ·sin·2· =
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difractar en un fort desordre. Si un cristall té aquest problema s’ha de descartat i triar-ne un 
altre. Les mostres es degraden al ser sotmeses a la radiació perquè tenen grans espais entre 
molècules i les seves forces en l’enreixat són bastant dèbils. 
La interpretació geomètrica de les imatges de difracció de raigs X s’entén més fàcilment 
gràcies a l’esfera d’Ewald o esfera de la reflexió (Figura 2.6.1-2). L’esfera mostra quines són 
les reflexions que es veuen en una imatge de difracció en funció de l’angle θ entre la mostra i 
el raig. 
  
 
 
Figura 2.6.1-2 Esfera d’Ewald. El punt recíproc P, està representat 
en la direcció perpendicular de la seva família de plans a una 
distancia de l’origen inversament proporcional a d(hkl) de cada 
família de plans. Quan un punt recíproc P(hkl) es situa sobre la 
superfície de l’esfera de radi 1/λ es genera un feix difractat 
emergent del centre de l’esfera passa per P(khl) [Ladd i Palmer, 
2003]. 
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Simetria i grups espacials 
Unitat asimètrica: és una part de la cel·la unitària que té la característica que no conté res 
que estigui relacionat per la simetria cristal·logràfica. 
Un grup espacial pot ser descrit, per tant, com la simetria que té la xarxa cristal·lina. Segons 
Sands (1984) un grup d’operacions de simetria, els components del qual inclouen els 
elements de simetria de punts i les translacions en un cristall, se l’anomena grup espacial. En 
total són possibles 230 grups espacials, però com que el DNA és una molècula quiral, només 
pot presentar un gels 65 grups espacials que no tenen ni centres d’inversió ni plans de 
simetria. 
Per entendre el concepte de simetria de punts s’adjunta la Taula 2.6.1-1. Una senzilla 
definició de simetria correspondria a algun moviment en el qual no es detecta cap canvi a 
l’objecte. 
  
Tipus d’element Descripció de l’operació 
Eix de rotació Rotació de 360º/n al voltant                    
de l’eix (de dreta a esquerra) 
Identitat Rotació de 360º al voltant de qualsevol eix 
Taula 2.6.1-1 Elements de simetria de punts aplicada a les molècules del DNA 
 
Cel·la unitat: s’obté en aplicar les lleis de simetria del grup espacial a la unitat asimètrica. La 
cel·la unitària és defineix amb els paràmetres a, b, c i α, β, γ (Figura 2.6.1-3). El cristall s’obté 
en repetir per translació la cel·la unitat a l’espai. 
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Figura 2.6.1-3 Cel·la elemental o cel·la unitària 
 
Factors d’estructura 
El total dels raigs X associats a unes reflexions “hkl” donades estan representades pel factor 
d’estructura ( )hklF . 
 
 Fases i intensitats 
Els valor experimentals ( )hklF0  estan derivats de les intensitats mesurades ( )hklI0  per 
uns procediments que s’expliquen a continuació. Per aconseguir que l’anàlisi de l’estructura 
tingui èxit és important que es tinguin tants valor de ( )hklF0  com sigui possible i, per tant, 
que els espectres de difracció disposin d’un nombre elevat de reflexions de bona qualitat. 
 
 Factors calculats d’estructura i factors R 
Un cop s’ha proposat un model i es vol afinar l’estructura, els valors de les coordenades (xj, 
yj, zj) estan disponibles per molts dels àtoms. Llavors és possible calcular els factors 
d’estructura basats en el patró. La qualitat d’aquest per ajustar-se a la mostra, pot ser 
provada calculant el factor R, segons la funció (Eq. 2.6.1-2).   
  
(Eq. 2.6.1-2) 
 
∑
∑ −
=
hkl
obs
hkl
calcobs
F
FkF
R
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k: factor d’escala.  
 Factor Rfree 
Quan s’empra la tècnica de reemplaçament molecular s’utilitza Rfree com un paràmetre de 
memòria, que deixa entre un 5 i un 10% de les reflexions exclòs durant el còmput. Convé 
pujar el percentatge si el nombre de reflexions triades és baix. Posteriorment es compara el 
valors de R amb Rfree calculat, si Rfree augmenta durant el procés, significa que el model no 
millora i cal introduir nous canvis per continuar.  
  
2.6.2  Part experimental 
Per a la realització de la difracció de raigs X s’ha utilitzat la línia espanyola BM16 de 
Grenoble. S’adjunta un esquema del ESRF a la Figura 2.6.2-1 Aquesta línia s’utilitza per 
a cristal·lografia macromolecular. El motiu que justifica el seu ús respecte a altres 
tècniques és que fa de font molt potent de raigs X, i la seva intensitat és molt superior a 
les fonts convencionals d’aquest tipus de radiació. Com més alta és l’energia que es dóna 
per a accelerar partícules més gran ha d’ésser el radi del sincrotró. L’acceleració d’alta 
energia d’electrons carregats negativament porta a una emissió d’una forta radiació 
electromagnètica altament polaritzada, amb un ampli espectre que va des de les ones de 
ràdio fins als raigs X (Ladd i Palmer, 2003). 
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            Figura 2.6.2-1 Esquema de les línies existents al sincrotró de Grenoble (ESRF). 
  
Per orientar el cristall s’utilitza un goniòmetre. Aquest s’observa a la Figura 2.6.2-2. La 
tècnica utilitzada per a la recol·lecció de les dades ha estat la d’oscil·lació, que permet obtenir 
la informació més ràpidament que amb d’altres. Abans d’iniciar el procés de difracció és molt 
important centrar convenientment la mostra en el feix de raigs X, tal i com es veu a la Figura 
2.6.2-3, doncs s’ha de recollir un ventall d’espectres de difracció que se sol situar entre els 
90º, 180º o 360º. 
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   Figura 2.6.2-2 Difratòmetre de la línia BM16 del sincrotró europeu de Grenoble (esquerra) i                
  detector ADSC 210 en blanc (dreta). 
  
Angle d’oscil·lació: cada imatge de difracció correspon a una oscil·lació de l’angle phi 
(angle de rotació respecte la unió física del cristall amb el difractòmetre), que depèn 
bàsicament de dues variables: les dimensions de la cel·la i de la mosaïcitat del cristall. Els 
valors habituals d’oscil·lació de l’angle phi d’una imatge de difracció són 1º o 2º. De cada 
cristall es recull un grup d’imatges de dades de difracció, de manera que l’angle phi total 
d’oscil·lació sigui de 90, 180 o 360º, depenent de la simetria del cristall. 
 
 
         Figura 2.6.2-3 Cristall de la seqüència d(ACCGCGGT),                                        
          prova P-1 A6  centrat al difractòmetre.  
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Distància al detector i temps d’exposició: la distància del cristall al detector està lligada 
amb la resolució de les dades de difracció obtingudes. Per tant, si el cristall està més proper 
al detector es poden detectar les reflexions de major resolució. Primer s’ha d’analitzar la 
resolució a la qual difracta el cristall amb una primera imatge i tot seguit adaptar la distància. 
Un paràmetre molt relacionat és el temps d’exposició amb què es recull a cada foto, l’interval 
del qual varia entre un i vint segons. Actualment el temps per imatge s’està reduint en part 
gràcies a l’ús de nous detectors com el ADSC 210 que s’ha pogut visualitzar anteriorment a 
la Figura 2.6.2-2. 
   
2.6.3  Indexat 
Consisteix a identificar quina família de plans produeix cada reflexió, per tant, s’assigna a 
cada reflexió els índexs de Miller dels plans que la produeixen. Això implica conèixer el 
sistema cristal·lí, la xarxa de Bravais i les dimensions de la cel·la.  
D’entre els diferents programes que s’usen per a determinar la simetria, s’han usat els 
programes Denzo [Otwinoski i Minor, 1997] i HKL2000 [Collaborative Computational Project, 
1994], el segon realitza tant l’indexat com l’escalat. Primerament s’ha utilitzat una imatge de 
difracció per determinar el reticle de Bravais i les dimensions de la cel·la. A continuació 
s’empren totes les imatges de difracció per a indexar les reflexions a partir de la cel·la 
escollida. Finalment,  es fa l’escalat de les dades en els diversos grups espacials possibles 
per a la cel·la determinada. De la comparació dels paràmetres de qualitat (χ2, Rlineal, Rquadrat) i 
de la presència o no d’absències sistemàtiques que s’obté dels diversos grups, es decideix el 
grup espacial (punt 2.6.4). 
 
Autoindexat i afinat dels paràmetres del cristall i del detector: per dur a terme 
l’autoindexat, s’ha de fer una cerca les reflexions de les dades de difracció. Els programes 
Denzo i HKL2000 intenten assignar a totes les reflexions observades els índexs de Miller  
corresponents. S’han d’optimitzar alguns paràmetres del cristall i del detector, com ara la 
mosaicitat del cristall, la mida i la forma de les reflexions. La distància al detector és 
coneguda perquè l’usuari la tria, però aquests programes la poden, i convé fer-ho, afinar. 
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Integració del màxim de difracció: per aconseguir la integració correcte dels pics de Bragg 
s’ha de partir d’una predicció acurada de les posicions de les taques de difracció. Una de les 
opcions que es tenen en aquest pas és la d’ajustar el perfil. Primerament es fa una predicció 
basada en el contorn d’altres reflexions en un radi determinat. A continuació es combina la 
informació del perfil predit amb l’actual: 
El perfil observat iM és una suma dels pics de Bragg i del soroll de fons. El valor estimat iP  
s’expressa com s’exposa a l’equació (Eq. 2.6.3-1). 
iP  = Bi +constant(pi)                (Eq. 2.6.3-1) 
On Bi és el valor estimat del soroll de fons i pi és el valor predit del contorn. L’ajust d’aquest 
queda minimitzat per la funció (Eq. 2.6.3-2), essent iV la variància σ
2 de iM . 
( )2i i
i i
M P
V
−∑      (Eq. 2.6.3-2) 
   
2.6.4  Processat i escalat 
Finalitzats els passos anteriors, és el torn d’obtenir la informació de totes les imatges 
recollides amb l’ajut del programa Denzo. Amb el processat s’aconsegueixen les intensitats 
de cadascuna d’elles. Amb totes les intensitats de totes les imatges es fa l’escalat amb el 
programa Scalepack [Otwinoski i Minor, 1997] o bé amb el HKL2000. En aquests darrers es 
recullen tots els “hkl” i s’obtenen unes estadístiques que serveixen per adonar-se de la 
qualitat de les dades. Un indicador és l’Rmerge, que es presenta a l’equació (Eq. 2.6.4-1.) 
Altres resultats del procés són els valors dels paràmetres del cristall i del detector, tornats a 
afinar. A més a més, es corregeixen els valors de les intensitats tot considerant el soroll de 
fons, el factor de Lorenz, el factor de polarització i els possibles desperfectes del cristall.  
Rmerge 
( ) ( )
( )
i
hkl i
i
hlk i
I hkl I hlk
I hlk
−
=
∑∑
∑∑   (Eq. 2.6.4-1) 
Rmerge, també conegut com Rlinear, dóna el concepte de la bondat de les dades classificades 
dins d’un grup espacial, però no és un paràmetre segur per si sol, ja que no té present la 
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redundància de les dades. El quocient <⎜> /I σ <⎜>és molt més adequat per saber fins a 
quina resolució són acceptables les dades. Es recomana que aquest quocient sigui major o 
igual a dos. 
I : les intensitats es defineixen a la equació 2.6.4-3. 
Una altra forma més fiable s’obté d’acord amb la funció χ2 (Eq. 2.6.4-2). 
χ2= 
2
2
( )·
·
I Ik
N ε
−=∑           (Eq. 2.6.4-2) 
ε : paràmetre que es pot modificar al llarg del procés d’escalat per aconseguir uns valors de 
χ2 propers a 1, que és el valor òptim. El quadrat de xi és un valor bàsic per a comparar les 
estadístiques de l’escalat. 
k : factor d’escala. 
N : és el nombre de reflexions. 
Uns altres indicadors que s’aconsegueixen en aquest procés són la completitud de les 
dades, així com la seva redundància. 
En acabar aquesta etapa s’obté un fitxer amb totes les reflexions úniques que es fan servir 
en tots els passos posteriors.  
Les intensitats obtingudes a l’escalat ( I ) s’han convertit en amplituds dels factors 
d’estructura ( ( )F hlk ) com s’indica a l’equació (Eq. 2.6.4-3). Aquests s’utilitzaran com a 
dades d’entrada per a l’apartat 2.6.5. 
I = 2( )F hlk         (Eq. 2.6.4-3) 
     
2.6.5  Reemplaçament molecular 
Gràcies al coneixement que es té de diferents conformacions de DNA, es pot resoldre 
l’estructura a partir d’un o diversos models per reemplaçament molecular [Rossmann i Blow, 
1962]. Aquest mètode busca l’orientació de la molècula coneguda que millor s’ajusta a les 
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dades experimentals, respecte a la desconeguda. A continuació es calcula la translació on la 
molècula correctament orientada es superposa a l’altra. Ambdues cerques empren els 
mètodes de Patterson, on la posició del model es va variant fins que la funció de Patterson 
calculada encaixa amb l’observada. Per tant, els paquets informàtics emprats per a realitzar 
aquesta part han estat AMoRe [Navaza, 1994] i Phaser que forma part del CCP4 a la versió 
6.0.1 [Potterton et al., 2003]. 
La tècnica de reemplaçament molecular fa servir la funció de Patterson, la qual genera un 
mapa de vectors. Aquests estan entre els àtoms en l’estructura real i vénen donats com a 
vectors de l’origen fins el màxim en un mapa de Patterson. En ell s’indiquen totes les 
possibles relacions entre els àtoms de la unitat asimètrica i ve representat per una síntesi de 
Fourier. Noti’s l’equació (Eq. 2.6.5-1) o la seva equivalent en un dimensió (Eq. 2.6.5-2) on u, 
v, w són les coordenades relatives de la cel·la unitat. 
21( ) · ( ) ·cos[2· ·( · · · )]
hlk
P uvw F hlk h u k v l w
V
π= + +∑            (Eq. 2.6.5-1) 
( )P uvw : funció de paterson en tres dimensions. 
V : volum de la cel·la unitat. 
( )F hlk : amplitud del factor d’estructura pels índexs hkl. 
21( ) · ( ) ·cos[2· · · ]
S
P u F S u S
V
π= ∑                     (Eq. 2.6.5-2) 
( )P u : funció de Patterson en una dimensió. 
 S : va del rang 0 a infinit i correspon a h de l’equació anterior. 
 
La funció de rotació 
Aquesta funció (Eq. 2.6.5-3) té el propòsit de trobar la relació angular entre molècules 
idèntiques en una unitat asimètrica o entre molècules semblants en dues formes cristal·lines 
diferents, o bé, trobar l’orientació correcta de la molècula que s’està estudiant. S’ha 
d’aconseguir la màxima superposició entre els mapes de Patterson del model i de l’estructura 
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r( , , ) ( ) P ( )r
U
R P u x u duα β γ = ∫    (Eq. 2.6.5-3) 
( , , )R α β γ : funció de rotació. 
U : volum d’integració en el mapa de Patterson. 
rP ( )ru : la funció de Patterson rotada. 
La funció de rotació se sol executar a resolucions baixes, d’entre 3 i 5 Å amb el propòsit de 
reduir el temps de càlcul, sense que representi un problema per a la resta del procés.  
En una primera etapa pot passar que el model no s’ajusta del tot. Per tant, s’ha de crear un 
nou patró a partir de l’anterior extraient les parts conflictives, col·locant-les posteriorment de 
forma que s’ajustin a la densitat electrònica. Això té un límit: en cas de no arribar a la solució 
amb un model, s’ha de canviar per un altre. Durant el projecte s’ha treballat en un rang 
d’entre dos i vuit models segons la seqüència. 
  
La funció de translació 
Un cop s’ha finalitzat l’etapa corresponent a la funció de rotació o T(t), cal calcular la 
translació que es necessita per superposar ambdues molècules en l’espai real. Mentre la 
molècula coneguda es mou a través de la cel·la unitària es calculen els factors d’estructura o 
Fcalc i es comparen amb els valors dels factors d’estructura observats o Fobs, tot obtenint el 
factor R o el coeficient de correlació C tal i com es mostra a l’equació (Eq. 2.6.5-4). 
( ) ( )
( ) ( )
2 22 2
1/ 222 22 2
( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( ) · ( ) ( )
hlk
hkl hlk
F obs F obs x F calc F calc
C
F obs F obs F calc F calc
− −
= ⎡ ⎤− −⎢ ⎥⎣ ⎦
∑
∑ ∑
????????? ?????????
????????? ?????????     (Eq. 2.6.5-4) 
 
Per simplificar el problema de translació s’exposa la funció (Eq. 2.6.5-5) que expressa el 
moviment de translació que cal aplicar per cercar la solució. 
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( ) 1,2 ( , ) ( )·
V
T t P u t xP u du= ∫           (Eq. 2.6.5-5) 
( )T t : funció de translació. 
1,2 ( , )P u t : funció de Patterson creuada entre dues molècules relacionades per simetria 
cristal·logràfica.  
( )P u : funció de Patterson observada. 
t : el vector intermolecular. Quan t  és igual al vector t  real, la funció ( )T t  pren el valor 
màxim. 
Els paràmetres de sortida del programa AMoRe (que utilitza la funció de translació) 
incorporen la posició del centre de masses de cada molècula dins la cel·la, seguidament la 
orientació de la molècula i finalment es donen una sèrie d’estadístiques per aquest ordre 
(d’esquerra a dreta): el factor de correlació dels F(hkl) (Eq. 2.6.5-6), el R, el  factor de 
correlació de les intensitats i la distància entre centres de massa més pròxims. La darrera 
longitud es sol situar al voltant de 22 Å (està relacionat amb el diàmetre dels dúplex) quan 
estan situades totes les molècules dins la unitat asimètrica. 
Factor correlació
( ) ( )( ) ( ) ( )( )
( ) ( )( ) ( ) ( )( ) 1/ 22
·
·
hlk
hkl hlk
F obs F calc F calc F calc
F obs F calc F calc F calc
− −
= ⎡ ⎤− −⎢ ⎥⎣ ⎦
∑
∑ ∑
    (Eq. 2.6.5-6) 
  
2.6.6  Afinat de la solució 
Es procedeix a afinar la solució quan es té la posició aproximada de la majoria dels àtoms 
del DNA. Per aquesta etapa s’ha utilitzat el programa CNS [Brünger et al., 1998] amb 
l’objectiu d’acabar d’ajustar les posicions dels àtoms i tornar a introduir les parts que s’hagin 
pogut eliminar anteriorment. 
Els valors que s’utilitzen de referència durant el procés d’afinat són els següents: comparació 
dels valors de Fcal amb Fobs (es pot calcular F per a cada reflexió) i la mesura del grau de 
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concordança entre els valors Fcal amb Fobs (que és el que es coneix com a R residual o factor 
R). 
En cas que teòricament el model fos del tot correcte, el valor de R seria de 0. Però això no 
succeeix, ja que en les macromolècules els valors de R solen pertànyer a l’interval comprès 
entre 0.15 i 0.25. Per contra el valors inicials a minimitzar d’R solen situar-se al voltant de 0.4 
i 0.5. 
Es parteix d’uns valors de R més elevats que s’optimitzen de forma que el valor de R final 
sigui mínim tot ajustant els paràmetres que defineixen tots els àtoms de l’estructura 
exceptuant els hidrògens, doncs només tenen un sol electró i la seva influència en la 
dispersió dels raigs X sol ser menyspreable. 
El nombre de paràmetres a afinar per a cada àtom és de 4: les coordenades x, y, z i el factor 
de temperatura isotròpic. Aquest factor depèn de la fase del procés d’afinat i es pot deixar 
igual per a tots els àtoms o diferent segons la posició. 
Un indicador que es fa servir com a garantia de la disminució de R perquè el model millora 
és Rfree [Brunger, 1992].  
Hi ha diversos mètodes per afinar una estructura, habitualment es comença amb un 
afinament de cos rígid, que implica afinar només la posició i l’orientació del model, mantenint 
totes les distàncies intramoleculars d’aquest (cos rígid). Posteriorment un afinament 
posicional (és a dir de cada àtom), cosa que comporta afinar 4 variables (x,y,z i factor de 
temperatura isotròpic). Com que el nombre de reflexions acostuma a ser inferior a 4N, essent 
N el nombre d’àtoms de la unitat asimètrica, es recorre a les restriccions i a les constriccions.  
En l’afinament amb restriccions s’aprofita el detallat coneixement estereoquímic d’estructures 
de DNA. S’apliquen restriccions ponderades a les distàncies interatòmiques. Les restriccions 
es converteixen en constriccions si els pesos són prou alts. Mentre aquestes darreres 
simplifiquen el procés d’afinat tot reduint el nombre de paràmetres a afinar, les primeres, en 
canvi, fan augmentar el nombre d’observacions. A més, la incorporació de restriccions a 
l’estructura augmenta el grau de convergència doncs els paràmetres són forçats a desplaçar-
se en una direcció que té sentit. Una característica d’aquest tipus de tractament és que a 
mesura que es va afinant les restriccions es van relaxant.  
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Afinament per mínims quadrats 
Es parteix de la base que les observacions tenen valors fixos i es modifiquen les variables de 
forma que els valors calculats s’aproximin al màxim als observats. A continuació, es fa 
l’assumpció que les observacions tenen una distribució Gaussiana. En resulta un procés 
iteratiu, on a cada cicle els paràmetres que s’afinen canvien en aproximar-se al valor final. Si 
el gradient és molt petit significa que s’està més a prop del límit. La funció (Eq. 2.6.6-1) a 
minimitzar té una variable w  que es pot introduir en el programa i que és el pes que se li 
dóna a una observació.  
Q  = ( ) ( )2· ( ) ( )obs calc
hlk
w hlk F hlk F hlk−∑         (Eq. 2.6.6-1) 
El mínim valor de Q es troba variant els paràmetres atòmics uj (j=1...n) que determinen 
( )calcF hlk . Així segons l’equació (Eq. 2.6.6-2) es fan les diferencials de Q  respecte tots els 
uj iguals a 0. 
0
j
Q
u
δ
δ =             (Eq. 2.6.6-2) 
 
Afinament per la màxima probabilitat 
També conegut com a “maximum likelihood refinement”, en aquest s’assumeix que la qualitat 
d’un model ve donada per la consistència de les dades observades. Fent una segona 
assumpció que les observacions són independents, la probabilitat conjunta és el producte de 
probabilitats de cada observació independent. Aquesta probabilitat s’anomena funció de 
probabilitat L i s’exposa a la funció (Eq. 2.6.6-3). 
L = ( );obs calc
hlk
P F F∏            (Eq. 2.6.6-3) 
El fet que sigui més corrent treballar amb sumatoris que amb productes, fa que sigui habitual 
treballar amb el logaritme de L. També es pot canviar el problema de maximització per un de 
minimització multiplicant per -1. Així una nova L queda definida a l’equació (Eq. 2.6.6-4). 
L = -log(L)            (Eq. 2.6.6-4) 
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Altres opcions d’afinament 
Una altra possibilitat d’afinament correspon a l’afinament per cos rígid, on es dóna una 
geometria rígida a alguns fragments de la molècula o a tota sencera i s’afinen els paràmetres 
d’aquestes parts, en comptes de cada àtom individual. Per exemple: una pràctica habitual en 
aquest tipus de passos és donar més imposicions al principi que al final del procés. 
Inicialment se sol fer un tractament de cos rígid per parells de base, després per a cada base 
sola  i, a continuació, es separa el conjunt base, sucre i fosfat. 
En l’afinament pel factor de temperatura es té present el moviment tèrmic dels àtoms. En 
executar el programa CNS es pot calcular cada factor de temperatura isotròpicament o 
anisotròpicament. 
Si utilitzant els mètodes descrits anteriorment el procés no convergeix o queda atrapat en un 
mínim local, es pot fer servir l’opció “Simulated Annealing”. Això pot succeir si la distància  
entre els àtoms del model i de l’estructura real és massa llarga. Per intentar superar aquest 
fet es pot recórrer a la dinàmica molecular [Brüger et al., 1987], tot simulant un increment de 
temperatura a l’estructura prou gran com per assolir posteriorment el mínim energètic adient 
en refredar-la.  
   
Mapes de densitat electrònica 
El programa CNS permet calcular els mapes de densitat. Independentment del mètode 
utilitzat per a afinar el model, aquests s’usen per saber què és el que s’ha de millorar de la 
conformació. 
Sigui quin sigui el mètode que s’empri, s’usen els mapes de densitat electrònica per saber 
què és el que s’ha de fer per tal de millorar el patró. Aquests són periòdics d’una cel·la unitat 
a una altra, per tant, es poden representar amb la transformada de Fourier  (Eq. 2.6.6-5). 
1( ) · ( ) ·exp[ 2· · ( ) ( )]
hlk
xyz F hlk i hx ky lz i hlk
V
ρ π α= − + + +∑        (Eq. 2.6.6-5) 
( )xyzρ : equació de la densitat electrònica en funció de la posició. 
( )hlkα  : angle de la fase. 
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On ( )F hlk  pot ésser variat per donar lloc a diferents tipus de mapes: 2F0-Fc per l’equació 
(Eq. 2.6.6-6) i F0-Fc per la funció (Eq. 2.6.6-7). 
 
Mapa 2F0-Fc 
A través d’ells es pot comparar tridimensionalment com és l’estructura que s’està calculant 
comparada amb l’observada. Per tant, si el model s’ajusta a l’observat, els mapes es 
superposen i són continus dins la mateixa molècula, i a l’inrevés si no s’adapten 
adequadament. 
( )F hlk  = 2· ( ) ( )obs calcF hlk F hlk−    (Eq. 2.6.6-6) 
 
Mapa F0-Fc 
( )F hlk  = ( ) ( )obs calcF hlk F hlk−    (Eq. 2.6.6-7) 
Aquest tipus de mapa és molt útil per a trobar el que falta o el que sobra en el model. A més, 
l’aplicació Turbo-Frodo [Roussel et al., 1998] permet tenir els dos tipus de mapes carregats 
directament en pantalla, cosa que agilita l’anàlisi de les estructures. Fobs-Fcalc permet apreciar 
les diferències entre el calculat i l’observat. No s’hi veuen els àtoms que ja es coneixen sinó 
els que manquen per localitzar. Els darrers mapes tenen dues interpretacions: la primera al 
representar pics de densitat positiva, que signifiquen falta d’electrons i la segona, pics de 
densitat negativa que indiquen un excés d’àtoms. Per tant, també són útils per a fer lleugers 
desplaçaments per acomodar cada part en la seva posició correcta. Així es poden anar fent 
cicles d’afinament fins arribar a una solució vàlida. 
Finalment, s’ha emprat el programa Mapman [Kleywegt i Jones, 1992] per a disposar dels 
mapes en el format adequat per a visualitzar-los. 
  
2.6.7  Llistat de programes 
A la Taula 2.6.7-1 s’adjunten el conjunt de programes informàtics utilitzats per a cada etapa 
del processat. Tots els annexats han estat citats prèviament llevat del Xdisp, que juntament 
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amb el Denzo i Scalepack forma part del paquet de programes hkl [Otwinoski i Minor, 1997]. 
Els mapes que es donen en el punt 6 fan servir aquesta aplicació llevat dels processats l’any 
2007, que corresponen a l’hexàmer. 
 
Etapa del procés Programa Referència 
Visualització dels espectres Xdisp Otwinoski i Minor, 1997 
Processat i escalat Denzo, Scalepack Otwinoski i Minor, 1997 
Indexat i escalat HKL2000 Otwinoski i Minor, 2001 
Recerca del grup espacial PLATON Spek, 2003 
AMoRe Navaza i Saludjian, 1997 Reemplaçament molecular 
CCP4: Phaser Potterson et al., 2003 
Visualització de mapes Turbo-Frodo Roussel et al., 1998 
Afinat CNS Brünger et al., 1998 
Conversió de mapes Mapman Kleywegt i Jones, 1992 
  Taula 2.6.7-1 Resum dels programes emprats en la part de difracció de raigs X. 
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3.   RESULTATS I DISCUSSIÓ 
3.1   Estudi de l’estructura de la seqüència d(ACCGCGGT) 
3.1.1  Cristal·lització 
Aquesta seqüència és la que ha tingut un major nombre de cristalls amb més sals diferents. 
A continuació a la Taula 3.1.1-1 es dóna el resum dels millors cristalls d’octàmer obtinguts.   
   
Origen Sal o sals Morfologia Origen Sal o sals Morfologia 
P-1 A5 NaCl Forma de trapezi P-1 B6 CaCl2 Molt polièdrica 
P-1 A6-1 MgCl2 Placa quadrada P-2 A2 MgCl2, 
NaCl 
Quadrat piramidal
P-1 A6-2 MgCl2 Forma de trapezi P-2 A3 MgCl2, 
NaCl 
Placa trapezoïdal 
P-1 B1 CaCl2, KCl Placa quadrada P-2 A4 MgCl2, 
NaCl  
Quadrat piramidal
P-1 B2 CaCl2 Placa quadrada P-2 A5 NaCl, 
MgCl2 
Bipiràmide 
P-1 B4 CaCl2 Bastant irregular P-2 A6-1 NaCl, 
MgCl2 
Hexàgon 
P-1 B5 CaCl2, 
MgCl2 
Placa rectangular P-2 B1 KCl Placa rectangular 
Taula 3.1.1-1 Cristalls congelats de la seqüència d(ACCGCGGT). 
   
A la Figura 3.1.1-1, es pot veure la morfologia de placa trapezoïdal dels cristalls de P-2 A-3. 
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Figura 3.1.1-1 Cristalls de la seqüència  d(ACCGCGGT) a la prova P-2 A3. 
  
De tots els cristalls que s’han congelat, els que s’han difractat a resolució màxima de  3 Å i 
que tenen bona qualitat, presenten les condicions que s’adjunten a la Taula 3.1.1-2. 
 
Origen Comentaris Origen Comentaris 
P-2 A2 
P-2 B1 
P-1 B1 
ΔΦ(total) = 180º 
ΔΦ(imatge) = 2º 
Resolució màx. 3 Å 
 
P-2 A4 
ΔΦ(total) = 180º i 180º 
ΔΦ(imatge) = 2º i 2º 
Resolució màx. 3 Å, 3 Å i atenuador  
 
P-1 A5 
ΔΦ(total) = 180º 
ΔΦ(imatge) = 1º 
Resolució màx. 3 Å 
 
P-2 A6-1 
ΔΦ(total) = 180º, 360º i 180º 
ΔΦ(imatge) = 2º, 1º i 0.5º 
Resolució màx. 3 Å 
                Taula 3.1.1-2 Cristalls difractats de la seqüència  d(ACCGCGGT) recollits a 3 Å. 
 
Les dades que provenen del cristall de la prova P-2 A6-1 són les de més qualitat per a 
continuar el processat, doncs totes les proves recollides presenten el mateix patró de 
difracció. Les condicions de cristal·lització d’aquesta prova es presenten la Taula 3.1.1-3. 
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Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(ACCGCGGT) 1.02 mM MPD en gota 8.89 % 
MgCl2 i NaCl 8.89 i 55.56 mM MPD inicial i 
final en dipòsit 
25 a 35 % 
Cacodilat de sodi, pH 17.78 mM, 6 Temperatura 4ºC 
Espermina 2.58 mM Morfologia Hexàgon 
Taula 3.1.1-3 Condicions de cristal·lització de la gota P-2 A6-1. 
   
3.1.2  Recollida de les dades de difracció i processat 
Els diagrames de difracció recollits l’any 2006 van de phi 0 a 180º amb un angle d’oscil·lació 
per imatge de 2º. Pel seu processat s’han emprat els programes informàtics Denzo i 
Scalepack. 
Les dades de difracció recollides el març del 2007 van de phi 0 a 360º amb un angle 
d’oscil·lació de 1º, 1 segon de temps d’exposició i a resolució màxima 3 Å, tant amb 
atenuador com sense atenuador. Posteriorment s’ha fet una última recollida amb ΔΦ de 0.5, 
1 s de temps d’exposició  i 3 Å  de resolució, recollint un total de 180º. 
A la Figura 3.1.2-1 es mostra una de les imatges de difracció del cristall de la gota P-2 A6-1, 
que és el que ha proporcionat unes dades de difracció millors. Aquesta imatge té unes 
reflexions intenses en direccions perpendiculars, a la part externa de la imatge, a una 
resolució al voltant de 3.4 Å, que correspon a la distància d’apilament entre parells de bases 
consecutius de la forma B del DNA. Això indica que l’oligonucleòtid d(ACCGCGGT) ha 
cristal·litzat en forma B i que la disposició dels eixos de les dobles hèlixs es disposen en dues 
direccions perpendiculars que són paral·leles a les arestes a i b de la cel·la.  
El fet que les imatges de difracció tinguin tantes reflexions, per tant, les distàncies entre 
reflexions veïnes siguin petites, indica que la cel·la resultant és molt gran. De fet, aquesta 
imatge de difracció és típica d’una imatge de difracció de proteïna. 
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Figura 3.1.2-1 Imatge de difracció del cristall de la prova P-2 A6-1 a 3 Ả de resolució màxima i amb un 
angle d’oscil·lació de 2º.  
 
En aquest cas, les dades de difracció tenen un Rmerge de 0.166 quan les dades s’escalen en 
els grups espacials P43212 o P41212, i presenten les dimensions de cel·la que es mostren a 
la Taula 3.1.2-1. 
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Cristall P2 A6-1 
Grup espacial P43212 o P41212 
Cel·la a = b = 134.802, c = 82.585 Å  
Resolució màx. 3 Å 
Rmerge 0.166 
Taula 3.1.2-1 Característiques cristal·logràfiques del cristall P-2 A6-1. 
  
3.1.3  Resolució de l’estructura i afinat 
Resolució d’estructura 
Cada conformació de DNA té associat un volum per parell de bases diferent: 
- La forma A és la més variable, té entre 1300 i 1772 Å 3 per parell de bases. 
- La forma B és poc variable, té uns 1385 Å 3 per parell de bases. 
- La forma Z també varia poc, amb uns 1048 Å 3 per parell de bases. 
Considerant que es té indicis que la conformació del cristall és B i sabent el volum de la cel·la 
unitària i la simetria del grup espacial, hi hauria d’haver uns 17 dúplexs a la unitat asimètrica. 
Cal destacar que no hi ha cap precedent a la literatura d’un cristall d’oligonucleòtid amb 
tantes molècules a la unitat asimètrica.  
S’ha intentat resoldre l’estructura amb el mètode de reemplaçament molecular mitjantçant el 
programa AMoRe. El model de l’octàmer ha estat creat mitjançant Turbo-Frodo i és la 
seqüència de l’octàmer en forma B estàndard (Figura 3.1.3-1). S’ha treballat amb els dos 
grups espacials possibles (P43212, P41212). Amb el primer grup espacial s’han pogut 
posicionar quatre molècules a la unitat asimètrica i amb el segon grup espacial se n’han 
posicionat 7. La resolució utilitzada per a ubicar-los ha estat de 15 a 3.5 Å. Les últimes 
solucions disponibles dels dos grups espacials porten a les Taules 3.1.3-1 i 3.1.3-2, que 
permeten seleccionar el grup P41212 com a grup espacial correcte. A més a més, en aquesta 
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darrera simetria s’han pogut localitzar molècules paral·leles als 3 eixos de la cel·la, fet que no 
s’ha acomplert amb l’altre grup espacial. La disposició espacial trobada de les dobles hèlixs 
al grup espacial P41212 està d’acord amb les imatges de difracció, que mostren que hi ha 
hèlixs paral·leles als eixos a i b, com s’ha comentat a l’apartat anterior. 
 
 
Figura 3.1.3-1 Vistes en frontal (esquerra) i projecció (dreta) de la seqüència 
del model de l’octàmer amb forma B que que s’ha creat amb Turbo-Frodo. 
 
Nre. de dobles 
hèlix 
Factor de 
correlació de F 
R Factor de 
correlació de I 
Distància 
[Å] 
1 30.6 59.4 36.5 43.7 
2 39.0 58.3 49.9 31.2 
3 43.3 57.2 53.4 31.8 
4 44.4 57.3 57.5 22.1 
Taula 3.1.3-1 Les sortides d’AMoRe amb el grup espacial P43212. 
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Nre. de dobles 
hèlix 
Factor de 
correlació de F 
R Factor de 
correlació de I 
Distància 
[Å] 
1 30.7 59.7 35.6 44.9 
2 39.0 57.9 49.0 33.0 
3 42.5 57.0 54.2 24.6 
4 46.9 55.5 56.6 23.5 
5 49.9 54.6 58.1 24.3 
6 51.3 53.7 61.5 22.3 
7 52.4 53.7 63.6 23.2 
Taula 3.1.3-2 Les sortides d’AMoRe amb el grup espacial P41212. 
 
A la Taula 3.1.3-3 es poden veure els darrers paràmetres obtinguts durant la resolució de 
l’estructura. 
 
Cristall P-2 A6-1 
Nre. dúplexs / unitat asim.  17 
Nre. dúplexs posicionats / 
unitat asim. 
7 
Volum/pb i forma  1379 Å /pb, forma B 
Grup espacial P41212 
Orientació hèlixs Paral·leles a a, b i c 
Taula 3.1.3-3 Característiques cristal·logràfiques del cristall P-2 A6-1. 
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3.1.4  Discussió 
Malgrat la igualtat de seqüència de la part central de l’octàmer (ACCGCGGT) amb la 
seqüència del hexàmer d(CCGCGG) [Malinina et al., 1994], l’estructura és totalment diferent, 
tant en conformació com en empaquetament cristal·lí. L’estructura estudiada en aquest 
projecte té la forma B i la de referència té el tetràmer central en forma Z. Això mostra com 
una petita variació en la seqüència pot tenir una influència molt important en la conformació i 
que també la longitud de la seqüència pot afectar la conformació.  
Existeix una altra seqüència relacionada amb la de l’octàmer (ACCGCGGT), és la que es pot 
trobar a la tesi de la Luzimar G. Fernández  (pCCCGCGGG); que ha estat cristal·litzada en 
forma A en diversos grups espacials. Aquests dos octàmers es diferencien només pels dos 
nucleòtids dels extrems i pel fosfat 5’ addicional que conté la segona seqüència. Aquest fet 
també indica que un petit canvi de seqüència pot afectar molt la conformació de 
l’oligonucleòtid.  
Cal destacar el fet que és poc freqüent que els octàmers adoptin la forma B quan es 
cristal·litzen. La majoria d’estructures d’octàmers tenen la conformació A, a causa de l’efecte 
de la longitud de cadena sobre la conformació. 
 
3.2   Estudi de l’estructura de d(CGCTCTAGAGCG) 
3.2.1  Cristal·lització 
Resum de cristalls obtinguts 
Es presenten els cristalls obtinguts a la Taula 3.2.1-1. En aquesta seqüència totes les 
mostres cristal·litzades tenien clorur de manganès. Les proves de cristal·lització fetes amb  
clorur de magnesi, cosa que era el l’interès inicial, no han donat bon resultat. 
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Origen Morfologia Origen Morfologia 
P-5 B1 Punta d’estaca P-5 B4-2 Tipus punxó 
P-5 B3 Punta d’estaca P5 B5 Punta d’estaca 
P-5 B4-1 Forma de vareta ------ ----------------- 
Taula 3.2.1-1 Cristalls congelats de la seqüència d(CGCTCTAGAGCG) 
cristal·litzada amb manganès. De la prova P-5 B5 se n’han extret tres 
cristalls amb idèntica morfologia.   
 
Es presenten a la Taula 3.2.1-2 els cristalls més significatius del dodecàmer i les diferents 
proves de difracció a què han estat sotmesos.  
 
Origen Comentaris 
 
P-5 B3 
ΔΦ(total) = 360º, 180º, 180º, 92º i 300º 
ΔΦ(imatge) = 2º, 2º,1º, 1º i 1º 
Resolució màx. 2.5 Å, 1.6 Å, 2.5 Å, 1.6 Å i 1.6 Å 
 
P-5 B4-1 
ΔΦ(total) = 360º 
ΔΦ(imatge) = 2º 
Resolució màx. 2.7 Å 
 
P-5 B4-2 
ΔΦ(total) = 360º 
ΔΦ(imatge) = 1º 
Resolució màx. 2.5 Å 
     Taula 3.2.1-2 Cristalls difractats de la seqüència d(CGCTCTAGAGCG). 
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A la Figura 3.2.1-1 es pot apreciar la forma dels cristalls del dodecàmer que tenen unes 
arestes molt marcades. 
 
 
                               Figura 3.2.1-1 Cristalls de la seqüència  d(CGCTCTAGAGCG)                                  
                              a la placa P-5 B3, d’on s’han pescat dos cristalls. 
 
De la Taula 3.2.1-1 les proves P-5 B3 i P-5 B4 presenten dues cel·les diferents. Tot seguit es 
presenta la informació dels assaigs i el processat realitzat de les dades de difracció. 
 
 Cristall de la prova P-5 B3 
A la Taula 3.2.1-3 es mostra la informació de les concentracions i la temperatura de la 
cristal·lització de la prova P-5 B3. 
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Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(CGCTCTAGAGCG) 0.74 mM MPD a la gota 10 % 
MnCl2 10 mM MPD inicial i 
final al dipòsit 
20 a 25 % 
Cacodilat de sodi, pH 30 mM, 6 Temperatura 4ºC 
Espermina 0.3 mM Morfologia Punta d’estaca 
Taula 3.2.1-3 Condicions de cristal·lització de la prova P-5 B3. 
   
Cristall de la prova P-5 B4 
Aquest cristall té una diferència bàsica respecte a l’anterior: la concentració de 
l’oligonucleòtid. Així queda indicat a la Taula 3.2.1-4. 
 
Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(CGCTCTAGAGCG) 0.5 mM MPD a la gota 10 % 
MnCl2 10 mM MPD inicial i 
final al dipósit 
20 a 25 % 
 Cacodilat de sodi, pH 30 mM, 6 Temperatura 4ºC 
Espermina 0.3 mM Morfologia Vareta i punxó 
Taula 3.2.1-4 Condicions de cristal·lització de la prova P-5 B4. 
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3.2.2  Dades de difracció 
Cristall de la prova P-5 B3 
A continuació es mostra una de les imatges de difracció a la Figura 3.2.2-1 
 
Figura 3.2.2-1 Una de les 180 imatges de difracció de la prova P-5 B3 a resolució 3 Å i oscil·lació 2º. 
 
De l’anàlisi amb els programes Denzo i Scalepack se n’extreu la informació de la Taula 3.2.2-
1. Aquesta aporta les sortides del programa Scalepack per trobar el grup espacial correcte. 
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Grup espacial χ2 Rmerge Rquadrat 
P6, P61, P62, P63, P64 P65  1.207 0.358 0.418 
P61222, P62222 1.251 0.103 0.05 
P3, P32, P31 1.159 0.083 0.418 
P312, P3112, P3212 1.309 0.087 0.083 
P321, P3121, P3221 16.111 0.279 0.193 
 Taula 3.2.2-1 Diferents sortides del programa Scalepack depenent 
del grup espacial imposat a les dades de difracció del cristall P-5 B3.  
 
En aquest nivell es pot assegurar que el grup espacial del cristall és el P3212 o el P3112, que 
són indistingibles per la simetria cristal·lina, i no es poden diferenciar fins a la resolució de 
l’estructura. El motius d’escollir aquest candidat com grup espacial són: 
- Que la χ2 indica com grups espacials possibles els P6, els P61222, els P3 i els P312, 
havent de descartar els grups P321. 
- Els factors Rmerge i Rquadrat han de ser com més petits millor, per tant, la millor opció 
són els grups espacials P312, P3112 i P3212. 
- Per distingir entre el grup espacial P312 per una banda i els grups espacials P3112 i 
P3212 per una altra banda, s’ha de comprovar si les dades de difracció tenen les 
absències sistemàtiques associades a l’eix ternari helicoïdal 31 o 32: tots els reflexos 
dels tipus (0 0 l) amb  l múltiple de 3 existeixen i els del tipus (0 0 l) amb l no múltiple 
de 3 són absències sistemàtiques (no difracten). S’observa que aquestes absències 
es compleixen, per tant, el grup espacial és el P3112 o el P3212. 
- Per verificar el grup espacial s’ha usat el programa PLATON [Spek, 2003], que és 
usat habitualment per a la cristal·lografia de raigs X de molècules petites, i que entre 
altres funcions, pot analitzar les dades de difracció per a determinar el grup espacial 
d’una manera automàtica. D’aquesta manera s’ha comprovat que els grups espacials 
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possibles són P3112 o P3212. 
A la Taula 3.2.2-2 es recullen les característiques del cristall una vegada s’ha triat el grup 
espacial P3112 o P3212 i s’han escalat les dades imposant aquests grups espacials. Els 
valors de χ2 i de Rmerge canvien respecte a la taula anterior perquè s’ha fet una iteració més 
del programa Scalepack. 
 
Cristall P-5 B3 
Grup espacial P3212 o P3112 
Cel·la a = b = 41.935, c = 100.737 Å  
Resolució màx. 2.5 Å 
Rmerge 0.073 
χ2 0.994 
Taula 3.2.2-2 Característiques cristal·logràfiques del cristall de 
dodecàmer de la prova P-5 B3. 
   
Cristall de la prova P-5 B4-1 
Les imatges de difracció d’aquest cristall del dodecàmer presenten una distribució de 
reflexos molt diferent de la que presenta el cristall anterior de la mateixa seqüència (prova P-
5 B3), com es visualitza a la Figura 3.2.2-2. Això significa que la cel·la és diferent. 
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Figura 3.2.2-2 Diagrama de difracció del cristall de la prova P-5 B4-1 a 2.7 Å de resolució màxima  i 2º 
d’oscil·lació. 
   
A la Taula 3.2.2-3 es mostra el resultat de provar d’indexar i escalar les dades en els dos 
grups espacials que són més probables. Pels valors de Rlineal i Rquadrat es posa de manifest 
que el grup espacial del cristall és el C2. A la Taula 3.2.2-4 hi ha les principals dades del 
cristall una vegada s’ha imposat el grup espacial C2. 
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Grup espacial χ2 Rlineal Rquadrat 
C2 1.436 0.112 0.058 
R3 2.553 0.645 0.198 
      Taula 3.2.2-3 Principals   paràmetres  que proporciona  el  programa  Scalepack                 
                   depenent del grup espacial imposat a les dades de difracció del cristall P-5 B4-1. 
  
Cristall P-5 B4-1 
Grup espacial C2 
Cel·la a = 82.867, b = 84.934, c = 59.485 Å  
β = 91.999º 
Resolució màx. 2.7 Å 
Rmerge 0.112 
χ2 1.430 
Taula 3.2.2-4 Característiques cristal·logràfiques del cristall de dodecàmer P-5 B4-1. 
  
3.2.3  Resolució de les estructures  
El models emprats per resoldre l’estructura del dodecàmer en el grup espacial P3212 o P3112 
són:  
1- Forma B estàndard del dúplex del dodecàmer creat amb Turbo. 
2- Forma B estàndard del dúplex del decàmer central creat amb Turbo. 
3-  Forma B estàndard del dúplex de l’octàmer central creat amb Turbo. 
4-  El model de la estructura resolta de la mateixa seqüència [Tereshko et al.,  
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 1996].  
5-  Una hèlix cadena senzilla del dodecàmer.  
6-  Una hèlix cadena senzilla del decàmer central. 
S’han provat diversos models perquè el primer model (que és el model més complet) té el 
problema que la majoria de possibles solucions que s’obtenen amb el programa AMoRe 
xoquen els extrems de dúplexs alineats al llarg de l’eix c.  
Coneixent la conformació global de les molècules en aquest cristall, s’ha calculat el nombre 
de dúplexs en forma B que caben a la unitat asimètrica. S’ha determinat que a la unitat 
asimètrica hi cap un dúplex i mig. Les solucions que s’obtenen del programa AMoRe amb les 
funcions de rotació i translació fins a 3 Å, situen sempre les dobles hèlixs paral·leles a l’eix c. 
S’ha provat de resoldre l’estructura en els dos grups espacials possibles (P3112 i P3212). El 
millor resultat s’ha obtingut amb el model 2 i el grup espacial P3212, cosa que indica que 
aquest és el grup espacial correcte per aquesta estructura. La millor solució situa els dúplexs 
sobre les eixos ternaris helocoïdals de la cel·la. A la Taula 3.2.3-1 es mostren els principals 
aspectes de l’estructura.  
 
Cristall P-5 B3 
Grup espacial  P3212 
Volum/pb i forma 1420 Å3/pb, forma B 
Nre.dúplexs/unitat asim. 1,5 
Orientació hèlixs Paral·leles a c 
Taula 3.2.3-1 Característiques del cristall P-5 B3. 
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Cristall de la prova P-5 B4-1 
Amb el càlcul comentat anteriorment (al principi de l’apartat 3.1.3) s’ha determinat que la 
unitat asimètrica d’aquest cristall molt probablement conté 6,5 dúplexs en conformació B. 
Amb el programa AMoRe s’ha provat de resoldre l’estructura usant com model el dúplex en 
forma B estàndard del dodecàmer, que s’ha construït amb el programa Turbo. Les solucions 
obtingudes situen sempre les dobles hèlixs amb l’eix orientat en la mateixa direcció, cosa 
que concorda amb les marques intenses del stacking a les imatges de difracció. La direcció 
dels eixos de les dobles hèlixs no és paral·lel a cap eix de la cel·la, sinó a una diagonal de la 
cara definida per les arestes a i c. No ha estat possible posicionar les 6,5 dobles hèlixs 
perquè es produeixen col·lisions entre els extrems de dúplexs veïns. El resum de les 
darreres informacions s’adjunta a la Taula 3.2.3-2 Caldria treballar amb un model parcial del 
dodecàmer, com el decàmer central per a aconseguir posicionar les molècules. 
 
Cristall P-5 B4-1 
Nre.dúplexs/unitat asim.  6,5 
Volum/pb i forma 1341 Å3/pb, forma B 
Orientació hèlixs Diagonal entre a i c 
Taula 3.2.3-2 Característiques del cristall P-5 B4-1. 
 
3.2.4  Discussió 
L’estructura del dodecàmer d(CGCTCTAGAGCG) ja havia estat resolta anteriorment amb 
una resolució de 2.25 Å [Tereshko et al., 1996, Urpí et al., 1996]. Els cristalls corresponents 
s’havien obtingut a partir d’una solució de pH 7, sense espermina i amb clorur de calci. El 
grup espacial d’aquests cristalls és P21 i la unitat asimètrica conté dos dúplexs disposats en 
columna (Figura 3.2.4-1). La conformació de les dues cadenes dobles és 
cristal·logràficament diferent, però pertanyen les dues a la forma B.  
En aquest projecte la mateixa seqüència s’ha cristal·litzat en condicions diferents: a pH 6, en 
presència d’espermina i amb clorur de manganès. Només canviant la concentració  
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d’oligonucleòtid s’han obtingut dos tipus de cristalls en dos grups espacials diferents, P3212 i 
C2. L’estructura de grup espacial P3212 té un dúplex i mig (o tres hebres) a la unitat 
asimètrica, i l’estructura de grup espacial C2 conté 7 dúplexs a la unitat asimètrica. Als dos 
grups espacials nous, igual que s’havia obtingut anteriorment, la conformació de les 
molècules és B. Això mostra la tendència de la seqüència d(CGCTCTAGAGCG) a adoptar la 
forma B, encara que canviïn les característiques del medi (ions diferents, pH diferent, 
presència o absència d’espermina i empaquetaments diferents). 
  
 
Figura 3.2.4-1 Contingut de la unitat asimètrica del 
d(CGCTCTAGAGCG) [Tereshko et al.,  1996]. Vegi’s la disposició 
en  columna i la interacció d’apilament entre citosines terminals. 
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3.3   Estudi de l’estructura de l’hexàmer d(TCGCGA) 
3.3.1  Cristal·lització 
Resum de cristalls obtinguts 
L’hexàmer d(TCGCGA) s’ha aconseguit cristal·litzar amb tres contraions divalents diferents: 
Mg2+, Ca2+ i Ba2+. Amb cada catió s’han obtingut cristalls de morfologia diferent (Taula 3.3.1-
1).  
 
Origen Sal Morfologia Origen Sal Morfologia 
P-5 C5 BaCl2 Placa rectangular P-7 B3 MgCl2 Creu gran 
P-7 A6-1 BaCl2 Agulla prima P-7 B5 CaCl2 
 
Bipiràmide 
tetragonal 
P-7 A6-2 BaCl2 Tridimensional i 
molt polièdric 
P-7 B6 CaCl2 Bipiràmide 
trigonal 
Taula 3.3.1-1 Cristalls congelats de la seqüència d(TCGCGA). De les proves P-7 B5 i 
P7-B6 se n’han extret dos cristalls de cada una (P-7 B5-1, P7 B5-2, P-7 B6-1 i P-7 B6-2). 
 
 Per visualitzar la forma d’alguns cristalls característics de l’hexàmer s’ha adjuntat la Figura 
3.3.1-1. 
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Figura 3.3.1-1 Cristalls congelats de la seqüència d(TCGCGA) de les proves 
P-7 B5 i P-7 B3, a esquerra i dreta, respectivament. 
 
Cristalls P-7 A6-1 i P-7 A6-2 
Encara que els cristalls P-7 A6-1 i P-7 A6-2 pertanyen a la mateixa gota de cristal·lització, la 
morfologia dels dos cristalls és diferent, però comparteixen el mateix grup espacial. Les 
condicions de cristal·lització de la gota de cristal·lització es mostren a la Taula 3.3.1-2. 
 
Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(TCGCGA) 1.4 mM MPD a la gota 15 % 
BaCl2 30 mM MPD inicial i 
final al dipòsit 
25 % 
Cacodilat de sodi, pH 20 mM, 7 Temperatura 4ºC 
Espermina 2.2 mM ---------------- ----- 
Taula 3.3.1-2 Condicions de cristal·lització de la prova P-7 A6. 
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Cristall P-7 B6-1 
Les condicions de cristal·lització de la prova P-7 B6-1 es presenten a la Taula 3.3.1-3.  
  
Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(TCGCGA) 1.4 mM MPD a la gota 15 % 
CaCl2 30 mM MPD inicial i 
final al dipòsit 
25 a 35 % 
Cacodilat de sodi, pH 20 mM, 7 Temperatura 4ºC 
Espermina 2.0 mM Morfologia Bipiràmide 
trigonal 
Taula 3.3.1-3 Condicions de cristal·lització de la prova P-7 B6-1. 
  
Cristall P-7 B3 
A la Taula 3.3.1-4  es donen els valors de les composicions i la temperatura de la prova de 
cristal·lització P-7 B3. 
 
Espècie Condicions Espècie Condicions 
d(TCGCGA) 1.4 mM MPD a la gota 15 % 
MgCl2 20 mM MPD inicial i 
final al dipòsit 
25 a 35 % 
Cacodilat de sodi, pH 20 mM, 7 Temperatura 4ºC 
Espermina 1.6 mM Morfologia Creu gran 
Taula 3.3.1-4 Condicions de cristal·lització del cristall P-7 B3. 
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3.3.2  Dades de difracció  
Les dades de difracció d’aquesta seqüència tenen més resolució que les altres seqüències 
amb què s’ha treballat en aquest projecte. Per processar les dades de difracció dels cristalls 
de l’hexàmer s’ha emprat el programa HKL2000. 
Les Figures 3.3.2-1, 3.3.2-2 i 3.3.2-3 mostren imatges de difracció de diferents cristalls 
d’aquesta seqüència i amb elles es comenten diverses característiques del procés d’obtenció 
de les dades de difracció. 
 
Pàg. 72  Memòria 
 
 
Figura 3.3.2-1 Diagrama de difracció del cristall P-7 B3, que té una resolució màxima de 1.4 Å i un 
angle d’oscil·lació de 1º. 
 
A la Figura 3.3.2-1 s’observen moltes reflexions, aquest fet indica que la cel·la és molt gran, 
com es determina posteriorment. Dues reflexions consecutives del diagrama de difracció (o 
espai recíproc) si estan molt separades indica que a l’espai real les distàncies (o arestes de 
la cel·la) són molt petites, i a l’inrevés. La presència de reflexions molt intenses a l’interval 3.3 
a 3 Å porta a afirmar que la conformació de la seqüència ha de ser B. 
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Figura 3.3.2-2 Diagrama de difracció del cristall P-7 B6-1 a resolució màxima 2 Å i 2º d’oscil·lació. Es 
poden apreciar les reflexions intenses degudes a la repetició de la distància entre parells de bases 
consecutius (esquerra). S’observen els anells característics de l’aigua que es diposita i es congela 
sobre el cristall degut a un mal centrat del feix de nitrogen (dreta). 
 
A la Figura 3.3.2-2 es pot apreciar la presència d’anells causats per la difracció de l’aigua en 
forma de gel que s’ha format al voltant del cristall durant la recollida de les dades de difracció. 
Això és degut a una mala disposició del feix de nitrogen que incideix sobre el cristall durant 
tota la recollida de dades per tal de mantenir la baixa temperatura del cristall  (120 K). El fet 
que hi hagi els anells no impedeix el processat, ja que quan se seleccionen les reflexions 
inicials, a l’inici de l’indexat, es pot treure aquesta zona. 
La Figura 3.3.2-2 presenta un contrast evident amb la Figura 3.3.2-1 perquè la primera té un 
menor nombre de reflexions, així com una disposició el·líptica d’alguna de les mateixes. Si 
les reflexions tenen forma el·líptica i estan orientades en una mateixa direcció tant el 
programa Denzo com el HKL2000 permeten llegir-les fàcilment. A l’últim diagrama (Figura 
3.3.2-3)  també hi ha reflexions el·líptiques, cosa que fa que la seva lectura requereixi 
adaptar més variables per ajustar-se a a aquesta forma.    
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Figura 3.3.2-3 Diagrama de difracció del cristall P-7 B5 a resolució màxima 2 Å i 2º d’oscil·lació. Es 
poden apreciar les dues zones al llarg d’una mateixa direcció on hi ha reflexions intenses causades 
per la separació entre parells de bases consecutius (stacking). 
 
Amb el programa HKL2000 s’extreu la informació adjuntada a la Taula 3.6.2-1 per a la 
selecció de la xarxa de Bravais del cristall. Aquesta és un fragment de les estadístiques 
característiques de l’indexat on el criteri de selecció és el de màxima simetria (que correspon 
a les xarxes amb posició més alta a la taula) i amb mínim percentatge de l’índex de distorsió 
de la cel·la.  
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Xarxa Índex de distorsió 
de la cel·la [%], 
cristall P-7 A6 
Índex de distorsió de 
la cel·la [%], cristall 
P-7 B6-1 
Índex de distorsió 
de la cel·la [%], 
cristall P-7 B3 
Hexagonal primitiva 10.59 0.74 12.75 
Tetragonal centrada I 13.33 14.06 0.11 
Ortoròmbica centrada C 0.83 0.61 12.35 
Taula 3.3.2-1 Fragment dels paràmetres inicials de l’indexat dels cristalls d’hexàmer.  
 
Com que els cristalls de P-7 A6 presenten una xarxa ortoròmbica centrada C, els grups 
espacials possibles només poden ser C2221 o C222. El fet que les dades de difracció 
presentin les absències sistemàtiques corresponents a l’eix 21 (només difracten els plans (0 0 
l) amb l parell), porta a l’elecció del primer grup espacial. 
El cristall P-7 B6-1 té una simetria hexagonal o trigonal primitiva, on els grups espacials 
possibles són: P6, P61, P62, P63, P64 P65, P622, P61222, P62222, P63222, P64222 i P65222, 
P3, P31, P32, P312, P3112, P3212, P321, P3121, P3221. Com que es compleixen les  
absències sistemàtiques dels eixos 61 o 65 (s’observen només les difraccions dels plans (0 0 
l) amb l múltiples de sis), els grups possibles són P61, P65, P61222 i P65222. S’ha provat 
d’escalar en P61 (que equival a P65 en aquest nivell) i en P6122 (que equival a P6522 en 
aquest nivell). El resultat és millor pel grup P6122 (o P6522), les dades significatives del qual 
es mostren a la Taula 3.3.2-3. 
La xarxa de Bravais del cristall P-7 B3 és tetragonal centrada I, per tant, els grups espacials 
possibles són: I4, I41, I422 i I4122. 
De l’anàlisi amb el programa HKL2000 se n’extreu la informació de la Taula 3.3.2-2, que 
aporta dades sobre quin és el grup espacial de cada cristall. En aquest punt queda palès tant 
l’elevat nombre de dades com la variabilitat de possibles grups espacials segons el contraió 
divalent amb què s’ha cristal·litzat aquesta seqüència. Les paraules “dues recollides” de la 
pròxima taula signifiquen que les dades de difracció s’han obtingut per duplicat, però en 
condicions diferents. Els reflexos d’alta resolució són molt més febles que els de baixa 
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resolució; això fa que siguin necessàries dues recollides: una a alta resolució amb un temps 
d’exposició relativament llarg, i una altra a baixa resolució amb un temps d’exposició curt. En 
alguns casos les recollides de baixa resolució necessiten l’ús d’atenuador per a evitar la 
saturació d’algunes reflexions. 
 
Cristall Dades de difracció Grup espacial Cel·la 
P-7 A6-1  
           
P-7 A6-2  
2 recollides 360º, ΔΦ 2º, 1.2 
i 2.5 Å.                                  
2 recollides de 72 imatges, 
ΔΦ 5º, 1.6 i 2.5 Å.  
 
a= 35.72, b= 40.98, c= 32.84 Å 
 
 
C2221 
P-7 B5     
           
P-7 B6-1 
90º a 270º, ΔΦ 1º i 2 Å. 90º 
a 180º, ΔΦ 1º i 1.6 Å.          
180º, ΔΦ 1º i 2 Å.      
                           
a= b= 42.87, c= 57.21 Å 
 
               
P6122 o P6522 
P-7 B3 2 recollides de 180º a i ΔΦ 
1º  amb atenuador a 1.4 i 2 
Ả. 360 imatges a ΔΦ 1º i 
1.4 Å 
 
a= b= 99.46, c= 74.47 Å 
                         
I4 o I422 o I41 o 
I4122 
Taula 3.3.2-2 Característiques cristal·logràfiques dels cristalls de l’hexàmer. 
  
P-7 B6-1 
A la Taula 3.3.2-3 es poden veure els paràmetres obtinguts després d’indexar i escalar les 
dades de difracció del cristall P-7 B6-1,  tot imposant el grup espacial més probable (P6122 o 
P6522). 
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Cristall P-7 B6-1 
Grup espacial P6122 o P6522 
Cel·la a= b = 42.87, c= 57.21 Å  
Resolució màx. 2.5 Å 
Rmerge 0.076 
χ2 2.134 
Taula 3.3.2-3 Característiques cristal·logràfiques del cristall P-7 B6-1. 
 
3.3.3  Resolució de l’estructura  
P-7 B6-1 
Cal destacar el baix nombre de dúplexs a la unitat asimètrica (Taula 3.3.3-1), en comparació 
amb les altres estructures estudiades dins del projecte. El nombre de molècules de la unitat 
asimètrica s’obté tot considerant les dimensions de la cel·la, el seu grup espacial i 
conformació del DNA. La forma B és la més probable a causa del volum per parell de bases 
associat en aquesta conformació.  
 
Cristall P-7 B6-1 
Nre. molècules  per 
unitat asim. 
1 
Volum/pb 1265 Å3/pb 
Forma  Z o B 
Taula 3.3.3-1 Característiques cristal·logràfiques del cristall P-7 B6-1. 
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S’ha provat de resoldre l’estructura per reemplaçament molecular. S’han provat diversos 
models: 
1. El dúplex de l’hexàmer en forma B estàndard, creat amb Turbo.  
2. El dúplex de l’hexàmer en forma A estàndard, creat amb Turbo. 
3. El dúplex de l’hexàmer relacionat (CCGCGG) en forma Z. 
4. El dúplex del tetràmer central en forma Z. 
5. El dúplex del tetràmer central en forma B. 
S’han emprat els programes AMoRe i Phaser, però no s’ha trobat cap solució prou 
acceptable perquè es produeixen col·lisions entre els parells de bases dels extrems 
de molècules veïnes.  Es descarta la forma A perquè s’obtenen millors factors de 
correlació amb els models en forma Z i B. La forma Z empaqueta millor que la forma 
B en el sentit que es produeixen menys col·lisions. En canvi, el volum per parell de 
bases,  correlaciona millor amb la forma B que amb la forma Z. 
 
P-7 A6 i P-7 B3 
Degut a les dimensions de la cel·la i al grup espacial més probable (especialment en el cas 
del cristall P-7 B3 on s’en distingeixen dues opcions), es poden determinar sense arribar a 
l’etapa d’escalat els resultats mostrats a la Taula 3.3.3-2. 
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Cristall Grup espacial Nre. de dúplexs a la 
unitat asimètrica 
Volum/pb i 
forma 
P-7 A6  C2221 1 998 Å 3/pb, Z 
P-7 B3 
opció 1 
I4 o I422 12 1279 Å 3/pb, B 
P-7 B3 
opció 2 
I41 o I4122 6 1279 Å 3/pb, B 
Taula 3.3.3-2 Característiques més probables dels cristalls d’hexàmer P-7 A6 i B3 
 
3.3.4  Discussió 
 Cristalls P-7 A6 
Els cristalls P-7 A6 de l’hexàmer d(TCGCGA), que s’han obtingut en presència de Ba+2, 
tenen el mateix grup espacial que la seqüència relacionada d(CCGCGG) [Malinina et al., 
1994], amb la qual es volien comparar els resultats (vegi’s “Origen del projecte”). Les mides 
de la cel·la són semblants, però no idèntiques, vegui’s la Taula 3.3.4-1. Això indica que molt 
probablement la conformació de les molècules és la mateixa. Per tant, les característiques 
conformacionals globals de d(CCGCGG), a la Figura 3.3.4-1, i de d(TCGCGA) haurien de 
ser molt similars. 
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DNA Contraió Grup 
espacial 
Resolució 
[Å] 
Nre. de dúplex 
a la unitat 
asimètrica 
Cel·la [Å] 
TCGCGA Ba2+ C2221 2.5 1 35.67, 40.96, 32.8  
CCGCGG Na+ C2221 1.92 1 34.33, 44.04, 38.27  
Taula 3.3.4-1 Comparació entre les seqüències d(TCGCGA) i d(CCGCGG). 
 
La part central de l’hexàmer estudiat al projecte (TCGCGA) és la mateixa que a la seqüència 
de referència (CCGCGG), que té molta tendència a adoptar la forma Z pel fet de ser 
alternant C-G-C-G. Per altra banda, els extrems dels dos hexàmers, encara que tenen bases 
diferents, són bases del mateix tipus (pirimidina-CGCG-purina). Per tant,  la resolució de 
l’estructura esperem que mostri com la timina terminal es comporta com la citosina terminal, 
o sigui que forma un parell Watson–Crick amb un dúplex veí, vegi’s la Figura 3.3.4-1. 
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Figura 3.3.4-1 Visió de la interacció entre dos dúplexs veïns del CCGCGG i un catió de sodi. [Malinina 
et al., 1994]. Noti’s com les citosines dels extrems estan intercanviades entre les dos dobles hèlix.  
 
Els altres dos grups espacials obtinguts amb els cristalls de d(TCGCGA): P6122 o P6522 
(amb la sal CaCl2) i I4, I41, I4122 o I422 (amb MgCl2), tenen un volum per parell de bases  
que no correspon a la forma Z, sinó a la forma B.  
La forma Z està estabilitzada a força iònica alta i això està d’acord amb els resultats que 
s’observen en aquesta seqüència, que tot i poder tenir una estructura Z, aquesta només 
s’obté quan el medi està més concentrat en sals.  
És interessant que una mateixa seqüència hagi cristal·litzat en dues conformacions diferents, 
d’aquest fet existeixen pocs precedents a la literatura de cristalls d’oligonucleòtids. 
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4.   IMPACTE AMBIENTAL 
Realitzar qualsevol projecte comporta una generació de residus que afecten l’entorn. A l’hora 
d’avaluar l’impacte del present projecte, s’han distingit tres parts: els residus de 
l’experimentació, els que són propis dels equips i els dels serveis generals. 
 
4.1  Residus de l’experimentació 
El fet que es treballi en volums molt petits en gotes de 8 o 10 μl fa que únicament l’impacte 
degut a l’MPD sigui significatiu, perquè cada reservori disposa d’un volum de 800 μl. Quan 
s’acaba l’experiment es recull l’agent precipitant (mescles MPD-aigua que contenen entre el 
20 i el 50% d’MPD) i es diposita en contenidors per a dissolvents orgànics no clorats. A 
continuació són recollits per l’empresa corresponent amb la finalitat de rebre el tractament 
adequat. 
El principal perill típic i característic d’aquest projecte recau en la siliconització de 
cobreobjectes. La substància utilitzada durant aquest procés és el diclorodimetilsilà. La seva 
fitxa de seguretat és a l’annex del projecte juntament amb la del cloroform, que compleix la 
funció de dissolvent. Durant la manipulació del diclorodimetilsilà les mesures de protecció del 
personal (a més de les que s’inclouen a la fitxa de seguretat) són: màscara, dos guants de 
làtex per mà i campana extractora. Els vapors de la campana van a l’atmosfera constituint un 
impacte ambiental. 
Per a congelar els cristalls s’empra nitrogen líquid, que com a gas inert podria desplaçar 
l’oxigen de la sala, per evitar-ho s’usa un extractor durant la manipulació del nitrogen. 
Posteriorment les mostres queden congelades en contenidors de N2, en els quals s’ha d’anar 
afegint més nitrogen a mesura que passen els dies. Un altre moment del procés on s’utilitza 
nitrogen correspon a la sala de difracció de la línia BM16. Allí hi ha alarmes de pressió 
d’oxigen per si la seva concentració baixés perillosament. 
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4.2  Equips i material de suport 
Els impactes ambientals que generen els equips es poden subdividir en quatre etapes: 
- Elaboració: s’ha consumit tant energia com matèria en el seu procés d’obtenció, així 
com altres materials d’embalatge. 
- Operació: en condicions d’operació a vegades es fan necessaris elements que no 
tenen perquè pertànyer a la categoria de serveis generals, com ara nitrogen líquid.  
- Transport: inclou tota la seva xarxa d’elaboració fins a la seva distribució i posterior 
ubicació final. Durant els passos s’empren combustibles fòssils, que generen diòxid 
de carboni, emissions de partícules i altres contaminants que depenen del 
combustible utilitzat. 
- Deposició:  els equips són dipositats en abocadors controlats un cop s’ha finalitzat la 
seva vida útil. 
El paper i material d’oficina s’ha reciclat posteriorment. 
  
4.3  Serveis generals 
Els serveis bàsics de què consta qualsevol procés són: 
- Electricitat: a Catalunya l’ús de combustibles fòssils és elevat en proporció al de les 
centrals d’energies renovables. L’impacte sobre l’ambient del primer grup és gran. 
- Aigua: utilitzada com a dissolvent després de fer-li els tractaments adequats. Els seus 
impactes es deriven de les instal·lacions que són necessàries per a la seva 
distribució, recollida, depuració i abocament. 
- Aire condicionat, calefacció i circuits de refrigeració: emprats per a mantenir les 
condicions de temperatura dels assaigs de cristal·lització. El seu ús genera petites 
emissions de refrigerants i partícules i un elevat consum d’electricitat tant en el cas de 
l’aire condicionat com en el dels circuits de refrigeració de la sala de 4ºC. 
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5.   PRESSUPOST 
5.1  Cost de les primeres matèries i de l’instrumental 
Com que els oligonucleòtids usats s’obtenen per síntesi, el seu cost és relativament alt. S’ha 
de considerar, però, que encara que el nombre d’assaigs sigui elevat els materials emprats 
en cadascun d’ells és reduït. A partir dels catàlegs es pot obtenir un cost variable per cada 
producte i, en saber-ne la quantitat utilitzada, se’n troba la despesa total, tal i com s’aprecia a 
la Taula 5.1-1. S’ha considerat que les seqüències de DNA utilitzades es consumeixen 
completament.  
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Producte  Quantitat 
lot 
Cost variable    
[€/unitat] 
Quantitat 
consumida 
Cost [€] 
d(ACCGCGGT) 5 mg 40 €/mg 5 mg 200,00 
d(CGCTCTAGAGCG) 5 mg 40 €/mg 5 mg 200,00 
d(TCGCGA) 5 mg 40  €/mg  5 mg 200,00 
Cacodilat sòdic 10 g 3,2 €/g 1,17 g 3,74 
Clorur de bari 100 g 0,115 €/g 42,04 g 4,83 
Clorur de calci 250 g 0,1136 €/g 28,25 g 3,21 
Clorur de magnesi 100 g 0,216 €/g 29,2 g 6,3 
Clorur de manganès II 500 g 0,0194 €/g 29,16 g 0,25 
Clorur de potassi 1 Kg 20,45 €/Kg 0,038 Kg 0,77 
Clorur de sodi 500 g 0,016 €/g 28,25 g 0,45 
Diclorodimetilsilà 2.5 l 204,7 €/l 0,2 l 40,88 
Espermina 5 g 9,14 €/g 0,186 g 1,7 
2-metil-2,4-pentandiol  500 ml 0,064 €/ml 59,67 ml 15.28 
Silicona 150 0,307 €/g 20 g 6,13 
Cost total de productes 683,54 
Taula 5.1-1 Resum del cost dels productes. 
  
La part instrumental ha estat inclosa a la Taula 5.1-2. El material auxiliar com ara agulles i 
recipients entre d’altres que també són necessaris, estan detallats a l’apartat 5.4. 
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Producte   €/[unitat] Nº utilitzat Cost [€] 
Càpsules 0,12 10 1,2 
Cobreobjectes 0,05 107 5,35 
Crioloop 7,5 24 180 
Placa Limbro 6,61 7 46,27 
Cost total de l’instrumental 282,82 
Taula 5.1-2 Resum del cost d’instrumental. 
  
5.2  Cost dels equips 
La despesa d’aquest apartat incorpora el període d’amortització de l’equip en ús durant 14 
mesos, el nombre de components del grup d’investigació que hi treballa. El resultats d’aquest 
còmput es veuen a la Taula 5.2-1. 
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Producte   Cost € Període 
d’amortització 
Nre. usuaris Cost [€] 
Sinclotró de Grenoble - - - 750 
Espectrofotòmetre UV 41.000 5 10 956,67 
Computador 900 5 5 84,16 
Microscopi òptic 5.410 5 10 126,23 
Equip de filtratge 
d’aigua 
6.260 5 10 146,07 
Càmara digital del 
microscopi 
400 7 5 18,67 
Balança 1.500 5 10 35,0 
Cost total dels equips 2.074,63 
Taula 5.2-1 Resum del cost d’equips. 
  
Per a calcular el cost total del viatge per a la difracció dels cristalls al sincrotró de Grenoble 
s’ha de considerar que entre els dos viatges realitzats a la línia espanyola BM16 és de 3000 
€. A més, la fracció d’ús considerada dels cristalls del projecte és d’una quarta part respecte 
a tots els cristalls que s’han difractat. El preu, que inclou la instal·lació pot semblar molt baix, 
però resulta així gràcies a la subvenció estatal (la línia pertany al govern espanyol ja que 
aquest va invertir un 4% del cost de l’anell). 
  
5.3  Cost de personal 
S’actua tot dividint el projecte en 4 fases: estudi previ, experimentació, anàlisi de resultats i 
documentació del resultat obtingut. A cada etapa el nivell de formació requerit és diferent, 
cosa que porta a un salari que varia segons l’etapa. Per tant, si es coneix la seva duració 
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s’obté la Taula 5.3-1. 
 
Fase Duració [h] Salari [€/h] Cost [€] 
Estudi previ 30 30 900 
Experimentació 720 15 10.800 
Anàlisi de resultats 120 45 5.400 
Documentació 60 30 1.800 
Cost total de personal 18.900 
Taula 5.3-1 Costos de personal, atenent a diferents salaris segons el treball assignat. 
   
5.4  Cost total del projecte 
Considerant totes les partides desglossades fins ara i afegint les despeses generals del 
laboratori (aigua, electricitat, gas, material d’oficina i eines bàsiques del laboratori) més la 
part de les depeses generals de la UPC (lloguer i manteniment de les instal·lacions). 
Ambdues partides s’han considerat com un 10% del subtotal de costos anteriors, això queda 
reflectit a la Taula 5.4-1. 
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Partida Cost [€] 
Cost de les primeres matèries i instrumental 966,36 
Cost dels equips 2.074,63 
Cost de personal 18.900,00 
Subtotal 21.940,99 
10% de despeses generals 2.194,10 
10% despeses generals de la UPC 2.194,10 
Cost total del projecte 26.329,19 
Taula 5.4-1 Costos totals del projecte segons les partides. 
   
Com ha quedat reflectit en el pressupost, el cost final del projecte és de 26.329,19 €. 
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     CONCLUSIONS 
- S’han cristal·litzat les tres seqüències de DNA objecte d’estudi: d(TCGCGA), 
d(ACCGCGGT) i d(CGCTCTAGAGCG).   
- S’ha determinat el grup espacial i les mides de la cel·la dels cristalls obtinguts. També 
s’ha calculat el nombre de dobles hèlixs que hi ha a la unitat asimètrica i la 
conformació global del DNA en cada cas. 
- S’ha elaborat un mètode de seguiment informatitzat dels cristalls i s’ha usat pel 
seguiment de les proves de cristal·lització del projecte. 
 
La seqüència d(ACCGCGGT) 
S’ha cristal·litzat amb diferents ions: Na+, Mg2+, Ca2+, Ca2+ més K+, Ca2+ més Mg2+, i Mg2+ 
més Na+, obtenint-se sempre la mateixa cel·la i el mateix grup espacial. Les mides de la 
cel·la destaquen per la seva grandària (134.802, 134.802, 82.585 Å) i el grup espacial s’ha 
determinat que és P41212. La conformació de les molècules és forma B i s’han posicionat 7 
dels 17 dúplexs que conté la unitat asimètrica. 
   
La seqüència d(CGCTCTAGAGCG) 
Aquesta seqüència ha cristal·litzat en presència de MnCl2, i s’han obtingut dos tipus de 
cristalls. Una forma cristal·lina pertany al grup espacial P3212, conté un dúplex i mig en forma 
B a la unitat asimètrica, i té els eixos de les hèlixs orientats paral·lels a l’eix c. L’altra forma 
cristal·lina presenta el grup espacial C2 i conté 6.5 dúplexs en forma B a la unitat asimètrica, 
amb els eixos de les hèlixs orientats en una diagonal definida entre a i c . 
 
La seqüència d(TCGCGA) 
D’aquesta seqüència s’han obtingut tres tipus de cristalls, que tenen grups espacials 
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diferents depenent del catió divalent emprat a la cristal·lització (Ca2+, Mg2+ o Ba2+). 
Els cristalls obtinguts amb BaCl2 pertanyen al grup espacial C2221 i el volum per parell de 
bases indica que la conformació del DNA és Z. 
Els cristalls obtinguts amb CaCl2 tenen grup espacial P6122 (o P6522). La conformació de la 
seqüència és B o Z, i hi ha un sol dúplex a la unitat asimètrica. 
El cristall obtingut amb MgCl2 té una cel·la tetragonal I (grups espacials possibles I4, I422, I41 
o I4122). La conformació del DNA és B, amb 12 dúplexs a la unitat asimètrica si el grup 
espacial és I4 o I41, o 6 dúplexs si el grup espacial és I4122 o I422. 
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